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Resumen
El suelo alberga una gran cantidad de microorganismos, los cuales pueden establecer
relaciones simbidticas, muy conocidas entre microorganismos y plantas, sin embargo, poco
se conoce sobre las interacciones entre Macleania rupestris y los microorganismos asociados
a ella. M. rupestris, conocida localmente como “joyapa” es una especie nativa perteneciente
a la familia Ericaceae, que presenta una baya comestible de gran importancia ecolégica. Con
el fin de identificar microorganismos cultivables promotores del crecimiento vegetal, se
aislaron bacterias a partir de raices de joyapa y se evalud, en condiciones in vitro, la
capacidad de los aislados de solubilizar fosfatos y producir Acido Indol Acético (AIA). Doce
de las 20 cepas bacterianas aisladas presentaron halos de solubilizaciéon de fosfato cuando
se sembraron en medio NBRIP y ninguna evidencié produccién de AlA al evaluarlas mediante
tincion con el reactivo Kovacs. Las cepas que presentaron resultados positivos para la prueba
de solubilizacién de fosfato, fueron inoculadas en plantulas de joyapa para evaluar su efecto
en el desarrollo. Luego de 12 semanas se registro el crecimiento de las plantas (tamaio final
menos tamafo inicial), niumero de hojas, longitud de raices y peso seco. Los resultados
mostraron diferencias estadisticamente significativas en 8 cepas para la variable crecimiento,
en peso seco 5, y 3 cepas para la variable longitud de raiz, superando al testigo en ambos
casos. Los resultados evidencian la capacidad de aislados bacterianos asociados a M.
rupestris de solubilizar fosfatos en condiciones in vitro y muestran los efectos positivos que

algunos de ellos tienen en el desarrollo vegetal de esta especie.
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Abstract

The soil harbors a large number of microorganisms, which can establish symbiotic
relationships, well known between microorganisms and plants, however, little is known about
the interactions between Macleania rupestris and the microorganisms associated with it. M.
rupestris, locally known as "joyapa" is a native species belonging to the family Ericaceae,
which presents an edible berry of great ecological importance. In order to identify cultivable
plant growth-promoting microorganisms, bacteria were isolated from joyapa roots and the
ability of the isolates to solubilize phosphates and produce Indole Acetic Acid (IAA) was
evaluated under in vitro conditions. Twelve of the 20 bacterial isolates showed phosphate
solubilization halos when seeded on NBRIP medium and none showed AlA production when
evaluated by staining with Kovacs reagent. The strains that showed positive results for the
phosphate solubilization test were inoculated on joyapa seedlings to evaluate their effect on
development. After 12 weeks, plant growth (final size minus initial size), number of leaves,
root length and dry weight were recorded. The results showed statistically significant
differences in 8 strains for the growth variable, in dry weight 5, and 3 strains for the root length
variable, surpassing the control in both cases. The results show the ability of bacterial isolates
associated with M. rupestris to solubilize phosphates under in vitro conditions and show the
positive effects that some of them have on the plant development of this species.

Author Keywords: Joyapa, Phosphate solubilization, NBRIP
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1. Introduccion

En el suelo se encuentran una extensa diversidad de microorganismos, los cuales
desempenan distintos roles que influyen positivamente en la sustentabilidad de los
ecosistemas; gran cantidad de estos microorganismos se encuentran en la rizosfera,
debido a que pueden beneficiarse de los exudados radiculares de las plantas lo que
permite formar distintas asociaciones entre ellas (Soroa etal, 2009). Estos
microorganismos generalmente interactian con la planta cumpliendo con distintas
funciones como: mejorar el crecimiento y desarrollo de los cultivos al incrementar la
disponibilidad de nutrientes, proporcionar proteccién contra otros agentes patégenos,
tolerancia a toxinas y ademas mejoran la estructura del suelo, entre otras (Jacome et
al., 2021).

Se ha reportado la capacidad que tienen los microorganismos de promover el
crecimiento vegetal mediante la produccion de sideréforos (Eshaghi et al,, 2019),
solubilizacion de fosfato (Romero et al., 2017) y fijacion de nitrégeno (Timofeeva et al.,
2023), asi como bacterias eficaces en la produccién de fitohormonas (Barboza et al.,
2023). Los géneros Azotobacter sp. y Azospirillum sp, tienen la capacidad de elaborar
sustancias promotoras de crecimiento vegetal (Lara et al., 2011). Dentro de los diversos
roles que cumplen los microorganismos también tenemos los que mejoran la capacidad
de adaptacién de las plantas ante condiciones ambientales adversas (Velasco et al.,
2022).

El impacto proporcionado por los microorganismos y su asociacion con las plantas ha
impulsado la investigacion, para conocer mas acerca de estas interacciones, con el fin
de encontrar o aislar microorganismos benéficos eficaces para mejorar la productividad
de las plantas y utilizarlos en la agricultura (De Andrade et al., 2023), entre ellos tenemos
bacterias y hongos los cuales destacan por su efecto en el crecimiento vegetal
(Rodriguez et al., 2021).

Las bacterias que tienen un efecto positivo sobre el crecimiento o desarrollo de las
plantas son denominadas promotoras del crecimiento vegetal, dado que incrementan la
disponibilidad de nutrientes no asimilables y son capaces de sintetizar hormonas
vegetales, ademas, tienen un papel clave en el alivio y prevencion al estrés por metales
pesados, sequias, salinidad, entre otras, lo que nos indica cuan importantes son en las

plantas (Pardo et al., 2021). Por ello, hay quienes afirman que las bacterias enddfitas
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pueden ofrecer mejores resultados comparadas con un producto comercial (Leon et al,
2019).

M. rupestris es una especie frutal andina silvestre de gran potencial comercial, por ser
una fuente de alimento para las comunidades cercanas a las poblaciones de esta
especie (Duran et al., 2013). Por el alto contenido de antioxidantes, como los taninos se
le atribuyen propiedades medicinales (Barragan, 2014). Ademas, M. rupestris es una
especie importante dentro del ecosistema en el que se encuentra al ser el alimento para
diferentes especies de aves, roedores y mamiferos como el oso andino (Alvarez, 2022).
De la misma forma por el crecimiento de la taza de deforestacion, se ha visto la
necesidad de crear programas de restauracion utilizando especies nativas, entre la
cuales se encuentra M. rupestris, ya que por su notable capacidad de adaptacién a

diferentes condiciones climaticas son excelentes colonizadoras (Veloza et al., 2014)

Este trabajo se plantea investigar las comunidades bacterianas enddfitas cultivables de
la raiz de Macleania rupestris y evaluar su capacidad para promover el desarrollo de
plantulas de la misma especie. Los resultados obtenidos de esta investigacion pueden

aportar al desarrollo de tecnologia para el cultivo de esta especie nativa.

2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Identificar bacterias enddfitas solubilizadoras de fosfatos y productoras de acido

indolacético de raices de Macleania rupestris.

2.2. Objetivos especificos

- ldentificar bacterias endéfitas promotoras del crecimiento vegetal en plantulas
de M. rupestris.
- Evaluar el efecto de la inoculacion de las cepas seleccionadas en el desarrollo

de M. rupestris.

3. Hipétesis

Las bacterias presentes en la raiz de M. rupestris poseen caracteristicas que promueven

el crecimiento vegetal.
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4. Revision bibliografica

4.1 Macleania rupestris

Ericaceae es una familia de plantas angiospermas con aproximadamente 4250 especies
conocidas (Martau et al., 2023), siendo ésta una de las familias mas destacadas dentro
de los bosques montanos andinos, asi como en zonas de paramo y subparamo.
Habitualmente prefieren suelos poco profundos, pedregosos, bien drenados, acidos e
infértiles (Stefanescu et al., 2019). Esta familia se encuentra distribuida principalmente
en las zonas alto andinas de Ecuador, Colombia, Jamaica, Peru, Venezuela (Castrillén
et al., 2008). En la zona andina ecuatoriana se puede encontrar una amplia diversidad
de Ericaceas desde altitudes de 1500 a 4100 m.s.n.m. dentro de las cuales encontramos

a M. rupestris, comunmente conocida como “joyapa” (Veloza et al., 2014).

M. rupestris es una especie silvestre arbustiva perenne de hasta 2,5 m de altura que
produce bayas comestibles con forma globosa de color morado obscuro brillante cuando
madura (Lagos et al., 2010). M. rupestris se puede encontrar en bosques nativos
formando parte de la vegetacién nativa siendo considerada como una especie de gran
valor por las comunidades andinas del lugar, debido a que es utilizada como fuente de
alimento. Ademas, desempenia diversas funciones ecolégicas importantes dentro de los
ecosistemas en los que habita, debido a que puede resistir heladas, fuertes vientos y
puede crecer en suelos rocosos con alta exposicion al sol (Duran et al., 2013; Fuchs
et al., 2010).

4.2 Bacterias endofitas

El término 'endofitismo’ describe una asociacién de tipo costo-beneficio no intrusivo,
asintomatico y transitorio, definida por su localizacion dentro de los tejidos vivos de la
planta hospedera, y no por su funcion (Fernandez et al., 2013). Las bacterias endofiticas
son microorganismos benéficos que habitan dentro de las plantas y pueden potenciar
su crecimiento tanto en condiciones habituales como adversas (Afzal et al., 2019),
ciertas bacterias enddfitas tienen la capacidad de estimular el desarrollo de las plantas.
En el caso de estas, los mecanismos que emplean para promover el crecimiento de las
plantas son comparables a los utilizados por las bacterias presentes en la rizosfera
(Santoyo et al., 2016), las bacterias endofiticas tienen la capacidad de fortalecer la
resistencia de las plantas ante situaciones de estrés, asi como de mitigar los efectos
adversos de los factores estresantes mediante la activacion de diversos mecanismos

que afectan la bioquimica y fisiologia de las plantas. (Wozniak et al., 2023).
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Las bacterias enddfitas residen en los tejidos de las plantas durante al menos parte de
su ciclo vital, sin ocasionar ningun tipo de dafo al organismo hospedante (Schmidt y
Cerda, 2021), estas pueden desarrollar una asociacion simbiotica con las plantas, lo que
resulta en una serie de beneficios significativos para ellas, ademas estos
microorganismos representan una fuente abundante de mas de 20.000 compuestos
biolégicos activos, los cuales tienen un impacto directo en la productividad y la

supervivencia de las plantas anfitrionas (Pérez, y Chamorro, 2013).

Se han identificado en las bacterias enddfitas la existencia, y relevancia en la generacion
de metabolitos secundarios con propiedades bioactivas que ha generado interés en su
potencial aplicacion en el ambito biotecnoldgico (Peixoto et al., 2004), ademas cumplen
una gran diversidad de funciones como promotoras de crecimiento vegetal, control
biologico sobre una diversidad de fitopatégenos (Muthu et al., 2022) y mejoran la
eficiencia de los procesos de fitorremediacion de compuesto téxicos en la rizosfera
(Torres et al., 2019; Afzal et al., 2014)

4.3 Bacterias endofitas promotoras del crecimiento vegetal

Con el transcurso de los afios el estudio acerca de la asociacidn entre plantas y bacterias
nos ha demostrado que existen bacterias que pueden ofrecer diversos beneficios en las
plantas, los cuales influyen favorablemente en su crecimiento (Hernandez et al., 2021;
Marquez et al., 2010). Algunos de los beneficios de esta interaccion son la produccion o
regulacién de fitohormonas, proteccidn contra fitopatégenos, suministro de nutrientes
esenciales para la planta, solubilizacion de fosfatos, fijacién de nitrégeno, entre otros
mecanismos importantes (Coutinho et al., 2015; Rashid et al., 2012; Santoyo et al.,
2016). Los microorganismos representan una fuente inagotable de compuestos
bioldgicos, los cuales ejercen una influencia directa en el rendimiento y la supervivencia

de las plantas huésped (Pérez y Chamorro, 2013).

Los mecanismos que ofrecen beneficios en el crecimiento de la planta pueden ser
directos e indirectos. Los directos involucran a las bacterias que permitan la obtencion
de nutrientes en las plantas como son el fésforo, hierro, nitrégeno incluyendo la
produccion de sideroforos y fitohormonas como el acido indolacético (AlA) entre otros,
y por otra parte tenemos a los indirectos los cuales influyen en inhibicién de
fitopatdgenos (Glick, 2014; Galeana et al., 2018).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) se caracterizan por su
capacidad metabdlica adaptativa, que les permite aprovechar una gran variedad de

sustratos liberados por las plantas para su crecimiento, ademas de su resistencia al
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estrés ambiental y su estrecha relacion simbidtica les confieren una importante ventaja
ecolodgica (Leon et al., 2019). Estas baterias son capaces de establecerse en los tejidos
de la planta sin ocasionar ningun dano en esta, mientras tanto la planta puede
seleccionar los microorganismos que no sean una amenaza para ella, es decir que la
interaccion o comunicacion entre la planta y la bacteria es un punto importante para este
proceso (Ali et al., 2014; Hardoim et al., 2008). Angulo et al., (2014), reporta que ciertas
bacterias PGPR exhiben multiples mecanismos de accion relacionados con la

estimulacién del crecimiento en las plantas.

4.4 Bacterias solubilizadoras de fosfato.

Uno de los elementos indispensables para el crecimiento y desarrollo de la planta es el
fésforo, el cual puede encontrarse en grandes cantidades en el suelo en su gran mayoria
de manera insoluble (Velazquez et al., 2017). Sin embargo, este macronutriente no
puede ser absorbido por las plantas debido a que la disponibilidad de este elemento se
relaciona con la concentracion del mismo en la solucion del suelo (Restrepo y
Marulanda, 2015). Generalmente, en la agricultura la implementacién de este nutriente
es mediante fertilizantes quimicos fosfatados los cuales pueden ocasionar
contaminacion ambiental ademas de desgastar el suelo (Corrales et al., 2017), por esta
razén la funcién que cumplen los microorganismos es esencial, ya que estos son
capaces de contribuir en la nutricion y el crecimiento de las plantas al liberar este
elemento mediante procesos como la solubilizacion y mineralizacion (Bolivar et al.,
2016).

Emplear estos microorganismos como inoculantes en los cultivos representa una opcion
biotecnoldgica para aumentar la disponibilidad de este nutriente (Elvia et al., 2008).
Cabe mencionar que los consorcios microbianos inoculados pueden aumentar
considerablemente la biodiversidad del suelo, especialmente en suelos desgastados, lo
que permite un mejor aprovechamiento de los minerales presentes en dichos suelos,
ademas de mejorar su estructura (Velazquez, 2015). Los microorganismos rizosféricos,
como las bacterias solubilizadoras de fésforo (BSP), desempefian una funcion clave al
incrementar la disponibilidad de este nutriente en el suelo, por consiguiente, resulta
fundamental detectar y separar estos microorganismos en la rizosfera, dado que forman
parte de los mecanismos adaptativos de la especie (Torres y Prager, 2012). Diversos
estudios que senalan que existe una amplia diversidad de bacterias que tiene la
capacidad de solubilizar fésforo dentro de los cuales podemos mencionar a especies de
Burkholderia, Bacillus, Rhizobium, Aerobacter, Achromobacter, Agrobacterium,

Micrococcus, Pseudomonas, Erwinia, y Flavobacterium (Angulo et al., 2014).
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4.5 Medios de cultivo NBRIP

Para identificar microorganismos capaces de solubilizar fésforo se puede realizar la
evaluacion de halos de solubilizacion utilizando ensayos en placa con agar de
crecimiento de fosfato (Vargas et al.,, 2019). Comunmente se utiliza el medio NBRIP
(National Botanical Research Institute Phosphate growth médium) (Nautiyal, 1999),
dado que tiene una composicién (10 gr Glucosa, 5 gr Ca3 (PO4)2, 5 gr MgCI2 * 6H20,
0,25 gr MgS0O4 * 7H20, 0,2 g KCI, (NH4)SO4) que nos permite la visualizacion de
bacterias solubilizadoras de fosfatos (Pérez et al., 2018), para esto cada morfotipo
bacteriano debe ser inoculado sobre una placa con medio NBRIP, para identificar la
capacidad de solubilizar fosfatos, la formacién de un halo transparente visible alrededor

y debajo de la colonia sera el indicador (Marcos, F., et al., 2016).

5. Materiales y métodos

Este estudio se realizé en el laboratorio de Propagacién in vitro de plantas de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias, campus Yanuncay de la Universidad de Cuenca ubicado a
2595 ms. n. m.

5.1 Identificacion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

Las muestras vegetales (raiz) de M. rupestris fueron recolectadas en la provincia del
Azuay, Cantén Nabdn, parroquia Zhina, estas consistieron en un segmento de 1 g de
raices.

Para la desinfeccion las raices fueron sumergidas en etanol al 70% durante 30
segundos, luego se las colocé en una solucion de hipoclorito de sodio al 2.5% durante
5 minutos, después se procedié a poner en etanol al 70% durante 30 segundos y
finalmente se lavaron cinco veces con agua destilada estéril (Galeana et al., 2018).
Después de la desinfeccion se colocd, en una caja Petri estéril donde se cortd en
segmentos pequefios con un bisturi, para luego ponerlo dentro de un tubo eppendorf
con 1 ml de solucidn salina estéril, se macero con un micropistilo hasta tener la solucién
madre de la cual realizamos diluciones seriadas de 10" a 10, y se sembraron 100 uL
de las diluciones 1073 - 10 - 10° (Pérez-Pérez et al., 2020), estas se dispersaron con
el uso de una asa de Drigalsky en las cajas con agar nutritivo y se incubaron por 72
horas a 28°C, las cepas que se desarrollaron fueron aisladas y agrupadas por

morfotipos (Galeana et al., 2018).
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Después de la clasificacién por morfotipo basados en el color y forma se sembraron
nuevamente mediante la técnica de estriado para verificar su pureza, las bacterias
fueron incubadas por 48 h a 28°C, (Senasica, 2020) y mantenidas en agar nutritivo para

su posterior analisis (Perez C et al., 2010).

5.2 Preparacion de medios especificos para la caracterizacion de bacterias

solubilizadoras de fosfato y produccion de AlA (acido indolacético).

Para la solubilizaciéon de fosforo se prepar6 el medio NBRIP; el cual contiene: 10 g/L
glucosa; 0.3 g de cloruro de potasio; 0.3 g/L cloruro de sodio; 0.03 g/L de sulfato férrico;
0.03 g/L sulfato de magnesio; 0.5 g/L sulfato de amonio; 1 g/L sulfato tricalcico; 0.1 g/L
Azul de bromotimol y 15 g/L de agar. Para la determinacién de los halos, las bacterias
se incubaron por 14 dias a 28°C luego de su siembra en el medio. (protocolo modificado
de Fernandez et al., (2005)).

Para la identificacion de bacterias productoras de acido indolacético, éstas se cultivaron
en caldo nutritivo suplementado con triptéfano 1% y luego de 24 horas de incubacién se
adiciono 60 pl del reactivo kovac’s en 500 pl de cultivo bacteriano, si el cultivo se torna
a una coloracion rosa, se considera un resultado positivo para la produccién de AIA
(Kumari et al., 2018).

5.3 Evaluar el efecto de la inoculacion de las cepas seleccionadas en el

desarrollo de M. rupestris.

Una vez seleccionadas las cepas bacterianas con base en los resultados obtenidos en
el objetivo 1, las cepas fueron puestas en caldo nutritivo a 28 °C durante 72 h para
obtener una soluciéon madre para preparar las soluciones de inoculacién (Angulo et al.,
2018).

Para la contabilizacion de bacterias, se realizé una solucién con 20 ul de solucion
madre, y 980 ul de caldo nutritivo, se las incubd por un 24 hrs, después se realizaron
disoluciones con 800 ul de suero salino y 200 pl de la solucién madre, para después
sembrar 100 pl de las diluciones 10 - 10* - 10° en cajas de agar nutritivo para su
conteo, para su calculo se uso6 la formula UFC/ml=coloniasxdisolucion(10~°)x10.
Modificado de Adriel Dovalsan, (2018) y Martin Paolo, (2022).
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Tabla 1: Calculo de UFC de las 12 bacterias presentadas en el estudio.

Bacteria UFC/ml
1 8.98X10"8
2 3.73X10"9
3 5.73X10"9
4 6.14X10"9
5 8.10X10"8
6 7.38X60"8
7 6.58X70"8
8 2.38X10"9
9 3.97X10"9
10 1.69X10"9
11 1.23X10"9
12 2.53X10"9

La solucion para la inoculacion fue de 100 ml, y estaba compuesta de 98 ml de caldo
nutritivo y 2 ml de la solucién bacteriana, se inoculé en cada planta 10 ml por el método
de drench (Sanchez et al., 2012).

Las plantulas fueron evaluadas en condiciones de invernadero, en vasos de 7 onzas
transparente con turba de un pH de 4.5-5, con riego periddico segun la necesidad de las

plantulas.

5.4 Diseiio Experimental

Las variables evaluadas fueron el crecimiento de la plantula, el numero de hojas a lo
largo del experimento, peso seco al final del mismo y la longitud de raices.
El disefio experimental fue un DCA, en el cual contaron 12 tratamientos y un control con

10 repeticiones cada uno, su distribucion se puede observar en Anexo 1.

5.5 Analisis de datos

Los datos que cumplieron los supuestos de normalidad y homocedasticidad fueron

analizados con un ANOVA seguido de una prueba de Tukey con un nivel de significancia
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del 5 %, y para aquellos que no cumplieron los supuestos, se uso la prueba de Kruskal-
Wallis al 5% de nivel de significancia, ademas se utilizd la prueba de Wilcoxon al 5%,

esto mediante el software estadistico R (Lovaisa et al., 2018).

6. Resultados

6.1 Identificar bacterias endoéfitas promotoras del crecimiento vegetal en

plantulas de M. rupestris

6.1.1 Solubilizacion fosfatos

En la Figura 1, se aprecia la presencia de microorganismos bacterianos cultivados en el
medio NBRIP, los cuales mostraron halos de solubilizacion alrededor de las colonias. En
base a estos resultados, se seleccionaron las 12 cepas bacterianas que presentaron

halo de las 20 aisladas inicialmente.

Figura 1: Bacterias seleccionadas de acuerdo al halo de solubilizacion formado en el
medio de cultivo NBRIP

En la Tabla 2, se registran las medidas de los halos de solubilizacion generados por
cada cepa bacteriana. Se destaca que la cepa 7 presenta el mayor diametro de halo,

Jennifer Paola Castro Villavicencio - Kerly Sofia Diaz Villavicencio



UCUENCA

19

con 10.36 cm, mientras que la cepa 11 exhibe el menor tamafio de halo, con una

medida de 4.39 cm.

Tabla 2: Evaluacion de los halos de solubilizacion

Medida de Halos

Bacterias  Halo/cm Bacteria/lcm Resultado/cm
1 11.13 4.79 6.34
2 12.08 6.83 5.25
3 12.33 4.42 7.91
4 12.68 5.25 7.43
5 13.74 5.66 8.08
6 13.55 8.04 5.51
7 14.55 4.19 10.36
8 14.3 4.66 9.64
9 12.53 6.12 6.41
10 13.05 5.96 7.09
11 12.70 8.31 4.39
12 8.10 3.50 4.60

Nota: Medidas del halo generado por la bacteria en el medio de cultivo NBRIP,

después de 14 dias de su siembra.

6.1.2 Produccion de AlA

En la Figura 2, se aprecia la tincion bacteriana para la deteccion de la producciéon de

Acido Indolacético (AIA) utilizando el reactivo Kovac's. Se observa que Unicamente los

controles (C001 y C002) muestran una coloracion rosa, indicativa de la sintesis de AlA,

mientras que las bacterias bajo estudio no exhiben esta caracteristica cromatica,

sugiriendo que estas no sintetizan AlA.
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Figura 2: Prueba de Produccion del AIA mediante el reactivo Kovac’s

6.2 Evaluar el efecto de la inoculacion de las cepas seleccionadas en el

desarrollo de M. rupestris.

6.2.1 Crecimiento

En la Figura 3, se presenta el analisis estadistico no paramétrico mediante la prueba de
Kruskal-Wallis realizado para la variable de crecimiento en plantulas de M. rupestris. Los
resultados indican que existen diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).
Especificamente, se observa que los tratamientos de inoculacién con las bacterias T002,
T003, TO04, TOO5, TOO6, TOO8, TO10, TO12 presentaron un incremento significativo en
el crecimiento de las plantulas en comparacion con el control (C). Esto sugiere que la
inoculacion con dichas bacterias tuvo un efecto promotor en el crecimiento de las
plantulas de M. rupestris.
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Figura 3: Crecimiento en (cm) de las plantulas de M. rupestris inoculadas con 12 cepas
de bacterias endéfitas. Asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con

respecto al control sin inoculacion (Wilcoxon p < 0.05).

6.2.2 Hojas

En la Figura 4, se presentan los resultados correspondientes a la variable niumero de
hojas de las plantulas de M. rupestris evaluadas, en donde no se evidenciaron
diferencias estadisticamente significativas esto sugiere que los tratamientos evaluados

no tuvieron impacto para esta caracteristica.

—t
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Figura 4: Numero de hojas de las plantulas de M. rupestris inoculadas con 12 cepas de

bacterias endofitas.

6.2.3 Peso seco

De acuerdo a los resultados estadisticos presentados, referente a la variable peso seco
de las plantulas de M. rupestris, podemos decir que se presenciaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos evaluados. Esto se indica en la
Figura 5, en donde predominan los tratamientos (T002, TO06, TO10, TO11 y T012) en

comparacion con el control.
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Figura 5: Peso seco (mg) de plantulas de M. rupestris inoculadas con 12 cepas de
bacterias enddfitas. Asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con

respecto al control sin inoculacion (Wilcoxon p < 0.05).

6.2.4 Longitud de raiz

El analisis estadistico realizado para las plantulas de M. rupestris, reveld la existencia
de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre los tratamientos
inoculados con las bacterias T005, TO06 y T012 (Anexo 3) mostrando un incremento
significativo en la longitud de las raices en comparacion con el control (C) sin

inoculacion.
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Figura 6: Longitud de las raices (cm) de las plantulas de M. rupestris inoculadas con 12
cepas de bacterias endofitas. Asteriscos indican diferencias estadisticamente

significativas con respecto al control sin inoculacion (Wilcoxon p < 0.05).
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7. Discusion

7. 1 Solubilizacion de fosfatos

De acuerdo a los resultados obtenidos, las bacterias aisladas de las raices de M.
rupetris, que presentaron caracteristicas relacionadas con la capacidad de solubilizacion
de fosfatos, mediante la observacion de halos de solubilizacién producidos en medio
especifico NBRIP, se debe a la produccion de compuestos organicos por parte de los
microorganismos en el medio de cultivo. Medina etal, (2014) sefialan que la
estimulacion del crecimiento por parte de las bacterias esta influenciado
primordialmente por la combinacién de mecanismos fisioldgicos de la bacteria.
Nyambura, (2012), aislaron e identificaron bacterias enddfitas de los campos de cultivo
de banano en Kenia para evaluar su potencialidad como fertilizantes bioldgicos,
utilizando el medio de cultivo (NBRIP) para la deteccién de bacterias solubilizadoras de
fosfato, posterior a esto se realizé una secuenciacion parcial del gen 16S rRNA,
identificando bacterias enddfitas capaces de solubilizar fosfatos, esto de acuerdo a la
seleccién de bacterias formadoras de halos de solubilizacion como resultados de la
produccién de acidos organicos por parte del microorganismo en el medio circundante.
Restrepo y Marulanda, (2015) reportan que las grandes cantidades de fosfatos
insolubles pueden ser transformados por las bacterias a formas solubles mediante la
formacion de acidos organicos o asimilacion directa de fosfatos, por ello utilizaron el
medio de cultivo suplementado con fuentes de P tanto inorganicas como organicas. De
la misma forma en el estudio realizado por Moreno et al., (2021) se identificaron
bacterias rizosféricas solubilizadoras de fosfatos y su potencial para promover el
crecimiento vegetal, en donde utilizaron un medio de cultivo suplementado
principalmente con P insoluble para la seleccion de bacterias, sefialando que la
produccién de halos de solubilizacion estaria relacionado con la produccién de acidos
organicos producidos por las bacterias, estos también sugieren que la disponibilidad de
fosfato en el medio de cultivo puede ser un factor clave para la formacién del halo de

solubilizacion.

La variabilidad en la capacidad de solubilizacién de fosfato entre diferentes especies
bacterianas fue investigada por Sharma et al., (2013), quienes estudiaron bacterias
aisladas de suelos agricolas. Descubrieron que distintas especies bacterianas
mostraron una variabilidad significativa en su habilidad para generar un halo de
solubilizacion en el medio de cultivo, con algunas mostrando una alta capacidad de

solubilizacion y otras una capacidad baja o nula. Estos resultados indican que la
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capacidad de solubilizacion puede depender de la especie bacteriana y su actividad

metabdlica especifica.

Por otro lado, Rodriguez et al., (1999) llevaron a cabo un estudio sobre el efecto del pH
en la formacién del halo de solubilizaciéon. Observaron que las bacterias cultivadas en
un medio de cultivo ligeramente acido mostraron una mayor formacion del halo de
solubilizacion en comparacion con aquellas cultivadas en medios neutros o alcalinos.
Estos hallazgos sugieren que el pH del medio de cultivo puede influir en la capacidad
de solubilizacién de fosfato, siendo las condiciones acidas mas propicias para la
formacion del halo. Es relevante considerar que el tiempo necesario para observar la
formacion del halo de solubilizacién puede variar entre diferentes estudios y condiciones
experimentales. Por ejemplo, en un estudio realizado por Nadeem et al., (2020), se
encontré que algunas bacterias mostraron la formacién del halo de solubilizacién de
fosfato después de 10 dias de cultivo, mientras que otras lo hicieron en un periodo mas

corto de 4 a 5 dias.

7.2 Produccion de AIA

El reactivo de Kovacs se utiliza como una herramienta para detectar la produccién de
indol, el cual se origina a partir de la degradacion metabdlica del aminoacido triptéfano
(Expdsito, et al., 2010). Segun el estudio de Kumari et al., (2018), la formacién de un
anillo de color rojo cereza indica la presencia de Acido Indol Acético (AIA). Sin embargo,
en las bacterias analizadas en este estudio, no se observd esta caracteristica tincion, lo

que sugiere que no son capaces de producir AlA.

Spaepen et al., (2007) examind la sintesis de AIA en bacterias aisladas de las plantas,
identificando varias cepas con una notable capacidad de produccién. Estas bacterias
pertenecian a diversos géneros, como Azospirillum, Pseudomonas y Bacillus. Estos
hallazgos sugieren que ciertas bacterias poseen la capacidad de generar AlA, lo que
favorece el crecimiento vegetal. Por otro lado, Mitter et al., (2013) investigaron la
produccion de AlA en bacterias aisladas de la rizosfera de plantas expuestas a estrés
salino. Observaron que el estrés salino tuvo efectos divergentes en la produccién de
AlA, disminuyendo en algunas bacterias y aumentando en otras. Estos resultados
destacan el papel del ambiente en la regulacion de la capacidad de las bacterias para

sintetizar AlA.
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7.3 Crecimiento

Los estudios realizados por Chamorro et al., (2020) y Sultan et al., (2023) confirman, a
través de analisis, que las bacterias enddfitas demuestran la capacidad de sintetizar
varias hormonas de crecimiento vegetal que promueven el crecimiento, una de ellas es
la solubilizacién de fosfatos. En este estudio, se pudo observar que las bacterias que
solubilizan fosfatos facilitaron el crecimiento de las plantulas, lo cual se evidencié con el
60% de los tratamientos que tuvieron diferencias significativas en comparacion del
control. También lo confirma el trabajo de Cabrera et al., (2021), en el cual se tomaron
raices de café, y se procedi6é a aislar y caracterizar las bacterias presentes mediante
analisis filogenético e inoculacion en semilleros de café, donde concluyeron que se
albergan microorganismos con la capacidad de solubilizar fosforo, los cuales presentan
un habito endofitico y tienen la capacidad de promover el crecimiento de las plantas,
esto demuestra que las bacterias enddfitas interviene en el crecimiento de las plantulas

que las poseen.

Galeana et al., (2018) documentaron acerca de la diversidad de bacterias enddfitas
cultivables asociadas a plantas de arandano (Vaccinium corymbosum L.). Se encontré
una mayor densidad poblacional de bacterias enddfitas en las raices en comparacion
con el tallo y las hojas. Estos hallazgos destacan el posible papel beneficioso de los
endofitos bacterianos en las plantas de arandano, asi como su potencial como
bioinoculantes en otros cultivos agricolas importantes, lo cual es relevante dado que la
especie de estudio pertenece a la misma familia. Ademas, de acuerdo con Pinski et al.,
(2019), las interacciones entre bacterias y plantas pueden mejorar la tolerancia de las
plantas a las variaciones ambientales y estimular su crecimiento. Por lo tanto, este factor
también podria ser relevante y tener un impacto en el crecimiento de las plantulas de M.
rupestris presentadas en el estudio. De la misma manera Al-Tammar y Khalifa, (2022),
mencionan que los microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPB) tienen
el potencial de influir en el aumento de la fertilidad del suelo, el crecimiento de las plantas
y la productividad a través de una variedad de procesos, que incluyen mecanismos
directos, indirectos y sinérgicos. Estos microorganismos desempefian un papel
significativo en la aceleracién de la disponibilidad de nutrientes, como el nitrégeno (N) y

el fésforo (P).

7.4 Hojas
Segun los resultados obtenidos se evidencia que no se mostraron diferencias

significativas en la variable de hojas en los tratamientos a comparacion al control, lo que
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nos indica que en este factor los tratamientos no fueron relevantes. El estudio de Marcos
etal., (2016), menciona que la comunidad bacteriana enddfita autdctona estaba
altamente adaptada dentro de la planta y que la interaccién equilibrada entre la planta y
las bacterias era bastante estable, por lo cual estas variables no presentaron grandes

variaciones.

7.5 Peso seco

De acuerdo a los resultados obtenidos, se presentaron diferencias significativas en la
variable peso seco en los tratamientos (T002, TO06, T010,T011,T012) en comparacién
al control, en el estudio de Gonzalez et al.,, (2018), senhalan que los principales
indicadores que influyen en el aumento del peso seco es el numero de hojas y la altura
de la planta, esto también se sefala en el articulo de Pefia & Reyes, (2007), en el cual
obtuvieron significancia en esta variable, mencionando que esto se debe a la presencia
de un alto contenido de nutrientes en el area foliar que podia verse influenciado
directamente con el peso seco. Vargas etal.,, (2001), indica que esto se debe al
sinergismo de la bacteria y planta que permite la absorcion de elementos esenciales
como el Py N que se encuentran en esta, dando a entender que este puede ser el factor
determinante para los resultados significativos del estudio. Asimismo, en el caso de
Amezquita et al., (2022), se menciona que el peso seco medido puede deberse a la
capacidad de las bacterias como promotoras de crecimiento tanto el area foliar como en

las raices, esto interviniendo directamente en la variable.

7.6 Longitud de raiz

Como se aprecia en la figura 6, se identifican tres tratamientos (T5, T6 y T12) que
muestran diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el control. Esto
sugiere que las bacterias inoculadas en el estudio exhiben caracteristicas de promocién
del crecimiento en las raices. Este hallazgo encuentra respaldo en el estudio de Jiang
et al., (2022), quienes plantean que las interacciones planta-bacteria tienen un efecto
promotor del crecimiento en las raices laterales del trigo. Igualmente, Alvarez et al.,
(2018) sefala que la inoculacion de microorganismos enddfitos influye positivamente en
el crecimiento longitudinal de las raices favoreciendo el crecimiento vegetal de plantas
de fresa. De la misma forma en el estudio de Sanchez et al., (2012) donde se evalué el
efecto de la inoculaciéon de bacterias promotoras de crecimiento vegetal en plantas de
tomate, se presenci6 el incremento de la longitud radical por la inoculacion bacteriana
que pudo estar relacionado con la capacidad de aumentar la disponibilidad de fésforo

inorganico.
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8. Conclusion

En conclusién, el estudio de la caracterizacion de bacterias endéfitas en raices de M.
rupestris como promotoras de crecimiento vegetal, ha permitido obtener aislamientos de
bacterias enddfitas encontradas en las raices de Macleania rupestris. Esto demuestra
la presencia de una comunidad microbiana diversa y especifica en esta especie vegetal.
Las bacterias endofitas aisladas han sido caracterizadas mediante la presencia de halos
de solubilizacion. Este enfoque permite evaluar la capacidad de las bacterias para
solubilizar nutrientes, como el fésforo, que son esenciales para el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Ademas, se realizo la evaluacion del impacto de la inoculacion
de las cepas seleccionadas en el desarrollo de las plantulas. Se encontré que una
variedad de cepas enddfitas exhibié potencial para solubilizar fosfatos, lo que favorece
el crecimiento de las plantulas de M. rupestris. La inoculacion con estas cepas

seleccionadas demostrd generar un efecto positivo en el desarrollo de las plantulas.

En general, este estudio ha contribuido a la comprension de la interaccién entre las
bacterias enddfitas asociadas a Macleania rupestris, asi como su papel en la promocion
del crecimiento vegetal. Los resultados obtenidos, a futuro y con mayor investigacion,
podrian tener aplicaciones practicas en la agricultura, constituyendo estos resultados
una base inicial sobre la influencia de algunos microorganismos que podrian utilizarse
como agentes de biofertilizacion y contribuir al desarrollo de estrategias de manejo
integrado de cultivos de M. rupestris, si se desarrolla esta linea de investigacion,
aprovechando el potencial de las bacterias promotoras del crecimiento para mejorar la
salud y la productividad de las plantas. Se recomienda analizar las cepas seleccionadas
desde su filogenia e identificarlas, ademas se sugiere aumentar el tiempo de toma de

datos para tener mayor informacion.
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Anexos

Presentados de acuerdo a los objetivos:
1- Identificar bacterias endofitas promotoras del crecimiento vegetal en plantulas de M.
rupestris.

- Proceso de seleccion bacteriana

Desinfeccion:

En las siguientes Imagenes 1,2 y 3, se puede observar el proceso de desinfeccion, fotos

tomadas por Jennifer Castro.

Img. 1: Peso de las raicillas  Img. 2: Raicillas ya pesadas Img. 3: Desinfeccién

Aislamiento:
En las siguientes Imagenes 4, 5y 6, se puede observar el proceso de aislamiento, fotos
tomadas por Jennifer Castro.

Img. 4: Corte y maceracion de Img. 5: Siembra de las Img. 6: Sellado de cajas
raicillas para las diluciones diluciones en Agar nutritivo Petri
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Seleccion de cepas bacterianas de acuerdo a su morfologia
En las siguientes Imagenes 7, 8 y 9, se visualiza las bacterias obtenidas de las diluciones

103 - 10* - 10° sembradas en agar nutritivo, tomadas por Kerly Diaz.

Img. 7: Dilucién 1073 Img. 8: Dilucién 10 Img. 9: Dilucién 10°°
sembrada en agar nutritivo ~ sembrada en agar nutritivo ~ sembrada en agar nutritivo

En las siguientes Imagenes 10, 11 y 12, se visualizan las bacterias obtenidas de las

diluciones, y se seleccionan de acuerdo a su morfologia, tomadas por Kerly Diaz.

Img. 10: Bacterias Img. 11: Bacterias Img. 12: Bacterias
obtenidas de las obtenidas de las diluciones obtenidas de las diluciones
diluciones

2. Evaluar el efecto de la inoculaciéon de las cepas seleccionadas en el desarrollo de M.
rupestris.

Diseno Experimental

En el Anexo 1, se puede visualizar los tratamientos los cuales 12 son correspondiente
a las bacterias y C que seria el control.

Anexo 1: Tratamientos de las respectivas bacterias escogidas para el estudio.
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Tratamientos

T1

T2

T3

T4

T5

CO001

C002

C003

C004

C005
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T6

T7

T8

T9

T10

C006

C0o07

C008

C009

Co10
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T11 Co11

T12 C012

Inoculacion en las plantulas de M. rupestris

En las Imagenes 13 y 14, se presencia el proceso de inoculacién de los 12 tratamientos

y el control.

Imagen 13: Inoculacién de las bacterias en  Imagen 14: Materiales para la inoculacién
las plantulas de M. rupestris de las bacterias en las plantulas de M.
rupestris

Toma de datos de las plantulas de M. rupestris.

En las Imagenes 15, 16 y 17, se visualiza la toma de datos de las plantulas de M.

rupestris, fotos tomadas por Jennifer Castro
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Img 15: Toma de datos de Img 16: Toma de datos de Img 17: Toma de datos de
las plantulas de M. rupestris. las plantulas de M. rupestris. las plantulas de M. rupestris.

Plantulas de M.rupestris

En las Imagenes 18, 19 y 20, se visualiza la toma de datos de las plantulas de M.

rupestris, fotos tomadas por Jennifer Castro

Img 18: Plantulas de M. Img 19: Plantulas de M. Img 20: Plantulas de M.
rupestris rupestris rupestris

Longitud de raiz de las plantulas de M. rupestris

En las siguientes imagenes se puede observar 3 plantulas de M. rupestris de cada
tratamiento para la visualizacién de la longitud de raices, estas plantulas fueron

escogidas al azar.
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Iméagen 21: Visualizacion de la longitud de raices de los 12 tratamientos y su control.
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Analisis estadistico

Anexo 2. Analisis estadistico de la variable peso seco (mg).

Peso seco (mg)

Shapiro-Wilk normality test

w p-value

0.84015 6.338e-05

Bartlett test of homogeneity of variances
K-squared df p-value

Bartlett's 21.784 12 0.04001

Anexo 3. Andlisis estadistico de la variable crecimiento (cm).

Crecimiento (cm)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
D p-value

0.108 0.00135

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = "median")
Df Fvalue Pr(>F)
group 12 0.4954 0.9136

109

Kruskal-Wallis rank sum test

Kruskal-Wallis chi-squared = 22.513, df = 12, p-value = 0.03216

Wilcoxon rank sum test with continuity correction

W p-value
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Control — T1 20.5 0.09037
Control - T2 9.5 0.02067
Control - T3 10 0.01384
Control — T4 14.5 0.02594
Control - T5 7 0.003789
Control - T6 15 0.02915
Control - T7 28 0.3054
Control - T8 11.5 0.02076
Control - T9 27 0.4114
Control - T10 12.5 0.02661
Control — T11 23 0.1418
Control — T12 2 0.0008308

Anexo 4. Andlisis estadistico de la variable Longitud (cm).

Longitud (cm)

Shapiro-Wilk normality test
W p-value

0.96479 0.2566

Bartlett test of homogeneity of variances

K-squared df p-value
Bartlett's 19.684 12 0.07331
ANOVA

Df Sum Sq Mean Sq F value

Pr(>F)
longitud$ Tratamiento 12 49.20 4.100 4.928
0.000328 ***
Residuals 26 21.63 0.832
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Signif. codes: 0 **** 0.001 ** 0.01 ** 0.05°" 0.1 " 1

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

diff lwr upr p ad]
T1-C 0.10000000 -2.60644203 2.80644203 1.0000000
T2-C 0.86666667 -1.83977536 3.57310870 0.9916443
T3-C 1.13000000 -1.57644203 3.83644203 0.9389245
T4-C 1.93333333 -0.77310870 4.63977536 0.3601001
T5-C  2.91666667 0.21022464 5.62310870 0.0263855
T6-C  2.86666667 0.16022464 5.57310870 0.0307985
T7-C 2.18333333 -0.52310870 4.88977536 0.2068968
T8-C 0.06666667 -2.63977536 2.77310870 1.0000000
T9-C -0.06666667 -2.77310870 2.63977536 1.0000000
T10-C 2.08333333 -0.62310870 4.78977536 0.2613111
T11-C 1.74333333 -0.96310870 4.44977536 0.5101410

T12-C  3.00000000 0.29355797 5.70644203 0.0203256

Anexo 5. Analisis estadistico de la variable Numero de hojas

Numero de hojas

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test

D =0.087719 p-value = 0.02214

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center
="median")

Df F value Pr(>F)

group 12 1.0009 0.4532
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109

Kruskal-Wallis rank sum test
chi-squared df p-value

Kruskal-Wallis 16.764 12 0.1587
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