UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
Facultad de Ciencias y Humanidades

1966

GUATEMALA

AVAISYTAINN

DEL, yaLLE P¥

Excelencia que trasciende

DEIVALLE

GRUPO EDUCATIVO

Aislamiento y caracterizacion de rizobacterias
solubilizadoras de zinc de la rizosfera de pifia
(Ananas comosus (L.) Merr)

Trabajo de investigacion presentado
por Donald Gustavo Tijerino Escobar
para optar al grado académico de
Licenciado en Biologia

Guatemala
2019






UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
Facultad de Ciencias y Humanidades

1966

GUATEMALA

AVAISYIAINN

s DR

Excelencia que trasciende

DEIVALLE

GRUPO EDUCATIVO

Aislamiento y caracterizacion de rizobacterias
solubilizadoras de zinc de la rizosfera de pina
(Ananas comosus (L.) Merr)

Trabajo de investigacion presentado
por Donald Gustavo Tijerino Escobar
para optar al grado académico de
Licenciado en Biologia

Guatemala
2019



Vo.Bo.: ()

Tribunal Examinador:

®

®

Lic. Santiago Rodas

®

M.S \Gabriela Alfaro Marroquin

Fecha de aprobacién: Guatemala, 11 de diciembre de 2019 /



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar quiero agradecer a Dios por siempre acompafiarme durante esta

época de mi vida que me encuentro por terminar.

Luego, agradecer a mi familia, Donald Tijerino (mi papd), Silvia de Tijerino (mi
mamad) y Renato Tijerino (mi hermano) por todo su apoyo; sin el cual me hubiera sido

dificil llegar hasta este momento de mi vida.

Este trabajo no se hubiera podido llevar a cabo sin la valiosa colaboracion de mi
amigo Gabriel Ardon quien abri6 las puertas de su finca “La Esperanza” para que

pudiera realizar mi estudio con muestras de suelo provenientes de su propiedad.

Ademas, agradecer al Departamento de Biologia de la Universidad del Valle de
Guatemala, por su apoyo en brindar el material y equipo necesario para llevar acabo el

presente estudio.
También quiero agradecer a mi asesor, Lic. Jos¢ Miguel Morales, quien desde un

principio me apoy6d y guid con mucha paciencia y profesionalismo durante esta

investigacion.

IV



INDICE

Pégina
LISTA DE CUADROS .....ooiiiiiiie e vi
LISTA DE FIGURAS .....ooutiiiiiiie e vii
RESUMEN ... viii
ABSTRACT ..., ix
I INTRODUCCION ..ottt 1
I METODOS ..o, 12
ML RESULTADOS ....oovuiiiiiiii e 17
IV.  DISCUSION ...ttt 22
V. CONCLUSIONES ......cciiiiiiiiiiii e 27
VI.  RECOMENDACIONES ........ccoiiiiiiiiiiiiei e 28
VII.  BIBLIOGRAFIA . ..., 29



LISTA DE CUADROS

Cuadro Pagina

1. Caracterizacion morfolégica colonial y motilidad de las cepas

solubilizadoras de zinc aisladas ............c..cooeiiiiiiiiiii i 18
2. Caracterizacion morfologica celular y tincion Gram ......................c..ee. 19
3. Célculo de eficiencia de solubilizacion en medio TRIS modificado

suplementado con 6xido de zinc al 0.1% ........ccooviiiiiiiiiiiiiiiii . 20
4. Calculo de porcentaje de éxito en el aislamiento de bacterias en dos

versiones distintas del medio TRIS modificado suplementado con 6xido de

ZINC AL 0.190 e 21
5. Ensayo en placa de las cepas aisladas en medio Tris suplementado con ZnO

AL 0,100 o 36
6. Resultados de los triplicados del calculo de eficiencia de solubilizacion en

medio TRIS modificado suplementado con 6xido de zinc al 0.1% ............ 41
7. Composicion del medio TRIS modificado suplementado con 6xido de zinc

AL 0. 100 e 41

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura

1. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal ...................coiiinee.

2. Mecanismos utilizados por las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
para promover el crecimiento de las plantas................oooooiiiiiiiiii.

3. Grafica de barras que muestra los valores de eficiencia de solubilizacion y
zona de solubilizacion obtenidos en el ensayoenplaca .........................

vii

Pégina

20



RESUMEN

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal representan a un grupo
heterogéneo y benéfico de bacterias de la rizosfera, que son capaces de aumentar el
crecimiento de las plantas por medio de distintos mecanismos. El objetivo de este
estudio fue aislar y caracterizar la poblacion de rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal con capacidad de solubilizar zinc en un lote utilizado para el cultivo de pifia
(Ananas comosus (L.) Merr) de Finca La Esperanza, y determinar el potencial de las
cepas aisladas para solubilizar el zinc y de esta manera promover informacion para el
desarrollo de un biofertilizante que sustituya el uso de fertilizantes quimicos en este tipo
de cultivo. Se aislaron 12 cepas de rizobacterias solubilizadoras de zinc de la rizosfera de
Ananas comosus (L.) Merr. Se evalu6 la capacidad de estas para solubilizar 6xido de zinc
mediante un ensayo en placa en medio Tris suplementado con ZnO al 0.1% vy
posteriormente se efectud el calculo de eficiencia de solubilizacion. Asimismo, se llevé a
cabo una caracterizacion morfoldgica colonial y celular de las cepas aisladas. Las doce
cepas aisladas mostraron una morfologia celular de bacilo, de las cuales once son gram
positivas y una gram negativa. En cuanto a los valores de eficiencia de solubilizacion
obtenidos, se encuentran en un rango de 111-141%, siendo la cepa Zn4 la que presento el
mayor valor (141%). Todas las cepas aisladas con medio Tris suplementado con ZnO al

0.1% asociadas a Ananas comosus (L.) Merr mostraron ser capaces de solubilizar zinc.
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ABSTRACT

Plant growth promoting rhizobacteria represent a heterogeneous and beneficial
group of rhizosphere bacteria, which are capable of increasing plant growth through
different mechanisms. The objective of the present study was to isolate and characterize
the population of plant growth promoting rhizobacteria with the ability to solubilize zinc
in a lot used for the cultivation of pineapple (Ananas comosus (L.) Merr) from farm la
Esperanza and determine the potential of strains isolated to solubilize zinc and thus
promote information for the development of a biofertilizer that replaces the use of
chemical fertilizers in this type of crop. Twelve strains of zinc solubilizing rhizobacteria
were isolated from the rhizosphere of Ananas comosus (L.) Merr. Their ability to
solubilize zinc oxide was evaluated by a plaque assay in Tris medium supplemented with
0.1% ZnO and then the solubilization efficiency calculation was made. Likewise, a
colonial and cellular morphological characterization of the strains was carried out. The
twelve isolated strains showed a Bacillus cell morphology, of which eleven are gram
positive and one is gram negative. The solubilization efficiency values obtained ranged
from 111%-141% which was maximum in strain Zn4. All strains isolated with Tris
medium supplemented with 0.1% ZnO associated with Ananas comosus (L.) Merr were
shown to be able to solubilize zinc.
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I. INTRODUCCION

A. Antecedentes

1. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) representan a un grupo heterogéneo y benéfico de bacterias de
la rizosfera (compartimiento del suelo influenciado por las raices de las plantas), que son
capaces de aumentar el crecimiento de las plantas por medio de distintos mecanismos
(Vejan et al., 2016). Estas pueden clasificarse como bacterias promotoras del crecimiento
vegetal extracelulares (ePGPR) o intracelulares (iPGPR) (Gray y Smith, 2005). Las
primeras pueden encontrarse en la rizosfera, superficie de las raices (rizoplano) o en los
espacios entre las células de la corteza de la raiz. Mientras que las intracelulares

colonizan el interior de los tejidos de la planta.
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Figura.l. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal.
(Nadeem et al., 2013)

Ambos tipos de rizobacterias PGPR pueden promover el crecimiento de las
plantas de manera directa o indirecta. La promocion directa por parte de éstas implica,
ya sea, proporcionar a la planta un compuesto sintetizado por la bacteria o facilitarle la
obtencion de determinados nutrientes del ambiente (Glick, 1995). La promocioén
indirecta ocurre cuando las rizobacterias PGPR disminuyen o previenen los efectos

nocivos de uno o mas fito-patdgenos (Glick, 1995).
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Figura.2. Mecanismos utilizados por las bacterias promotoras del crecimiento vegetal

para promover el crecimiento de las plantas.

(Nadeem et al., 2013)

Las bacterias PGPR se han utilizado para la produccion de bio-fertilizantes
debido a los mecanismos que poseen para promover el crecimiento de las plantas. Los
biofertilizantes se pueden definir como productos que contienen microorganismos vivos;
cuando se aplican a las semillas, las superficies de las plantas o el suelo, colonizan la
rizosfera o el interior de la planta, y promueven el crecimiento de las mismas al aumentar

el suministro o la disponibilidad de nutrientes (Vejan et al., 2016)(Malusa et al., 2012)



(Malusa y Vassilev, 2014). Los bio-fertilizantes, han mostrado tener un alto potencial
para sustituir el uso de fertilizantes quimicos. Hoy en dia existe una amplia variedad de
rizobacterias que se han comercializado, dentro de las cuales se encuentra: Azospirillum
lipoferum,  Azospirillum  brasilense, Azotobacter  chroococcum, Pseudomonas
solanacearum, Rhizobia spp., Burkholderia spp., Bacillus spp, Enterobacter spp.,
Klebsiella spp., (Glick, 2012) .

La aplicacion de estos productos ha aumentado debido a la demanda de la
sociedad por tecnologias mas verdes. Pero la gran mayoria de los bio-fertilizantes que se
han comercializado, se han formulado con bacterias PGPR  que solubilizan, fijan y
movilizan macronutrientes como nitrégeno, fosforo y potasio o con bacterias productoras
de fitohormonas. Por lo que recientemente ha habido un aumento en estudios enfocados
en el aislamiento y caracterizacion de bacterias PGPR asociadas a diferentes cultivos
que solubilizan o movilizan micronutrientes. Esto, para poder desarrollar nuevas lineas

de bio-fertilizantes que mejoren las deficiencias de micronutrientes de los cultivos.

a. Mecanismos directos promotores del crecimiento vegetal de las rizobacterias

PGPR

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal que poseen mecanismos
directos, facilitan la obtencion de nutrientes o aumentan la disponibilidad de estos. Dentro
de los mecanismos directos se encuentran: Fijacion de nitrogeno, solubilizacion de
nutrientes minerales, mineralizacion de  compuestos organicos y produccion de
fitohormonas. Estos mecanismos son: Fijacion de nitrégeno, solubilizacion de fosforo,
solubilizacion de potasio, solubilizacion de micronutrientes, produccion de sideroforos y

fitohormonas como el 4cido indolacético y el etileno (Shailendra, 2015).



1) Fijacion de nitrogeno.

Durante el proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno, el nitrogeno atmosférico,
se transforma en amonio por medio de un complejo enzimatico conocido como
nitrogenasa (Kim y Reece, 1994). Este complejo involucra a una metaloenzima de dos
componentes: (1) una dinitrogenasa reductasa que es la proteina de hierro y (2) una
dinitrogenasa que tiene un cofactor de metal (Ahemad y Kibret, 2014). La dinitrogenasa
reductasa proporciona electrones con un alto poder reductor, mientras que la
dinitrogenasa utiliza estos electrones para reducir el N, a NHj. Esta fijacion de nitrogeno
puede ocurrir por medio de dos mecanismos el simbiodtico y el no simbidtico. En la
fijacion de nitrégeno simbidtica, existe una relacion mutualista entre la bacteria y la
planta, en la cual la bacteria ingresa al interior de las raiz y luego forma nddulos en
donde ocurre la fijacion del nitrogeno. Mientras que la fijacion de nitrogeno no simbidtica

la llevan a cabo diazétrofos de vida libre, asociativos y endoéfitos (Shailendra, 2015).

2) Solubilizacion de fosforo.

El fosforo, es el segundo nutriente mas importante después del nitrégeno, cuya
deficiencia limita el crecimiento de las plantas. Este se encuentra disponible de forma
abundante en los suelos, tanto en formas organicas como inorgéanicas (Oteino et al.,
2015). Pero a pesar de este gran depdsito de fosforo en el suelo, las formas disponibles
para las plantas son reducidas, debido a que la mayoria del fosforo del suelo se encuentra
en formas insolubles. Las plantas absorben el fosforo en dos formas solubles, los iones
monobasico H,POy” y dibasico H,PO,” (Bhattacharyya y Jha, 2012). Las rizobacterias
PGPR emplean distintas estrategias para hacer uso de las diferentes formas de fésforo no
disponible en el suelo y, a su vez, ayudan a la nutricioén de las plantas haciendo disponible
el fosforo para estas (Shailendra, 2015). Los mecanismos principales de solubilizacion
del fosforo empleados por estas bacterias incluyen: Liberacion de compuestos que forman
complejos o disolventes minerales como d4cidos organicos, protones, iones hidroxilo,
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dioxido de carbono, liberacion de enzimas extracelulares como las fosfatasas y la
liberacion de fosfato durante la degradacion de sustrato (mineralizacion bioldgica de

fosfato) (Illmer et al., 1995) (Rodriguez et al., 2006) .

3) Solubilizacion de potasio.

El potasio es el tercer macronutriente esencial para el crecimiento de las plantas.
Pero es un nutriente que se encuentra en muy bajas concentraciones en el suelo y, a su vez
y mas del 90% se encuentra en su forma insoluble en rocas y minerales de silicato
(Shailendra, 2015). Los mecanismos de solubilizacion de potasio empleados por las
rizobacterias PGPR son por: Disminucién de pH, mejorando la quelacion de los cationes
unidos a potasio y por medio de la acidélisis del area circundante de la bacteria (Uroz et
al., 2009). La disminucion del pH del medio, sugiere la liberacion de 4cidos organicos y
protones por parte de las bacterias. Esta aciddlisis producida por los acidos orgéanicos,
puede disolver directamente el potasio mineral como resultado de lentas liberaciones de
potasio intercambiable o puede quelar iones de Siy Al asociados a K mineral (Romheld
y Kirkby, 2010). Por lo tanto, la sintesis y descarga de acidos organicos por parte de las
rizobacterias PGPR en su ambiente circundante, provoca la liberacién de iones de potasio
del mineral K por medio de protonacion y acidificacion (Sheng y He, 2006) (Keshavarz et

al.,2013) (Wu et al., 2005).

4) Solubilizacion de zinc.

El zinc es un micronutriente importante necesario para el crecimiento optimo de
las plantas. La disponibilidad de este en el suelo y su concentracién dentro de los tejidos
de las plantas son directamente afectadas por la composicion y la abundancia de las
comunidades microbianas de la rizosfera. Este micronutriente a nivel metabdlico juega
un papel importe como constituyente estructural y co-factor de un amplio rango de

enzimas y proteinas en varias rutas metabodlicas. Dentro de estas rutas metabolicas se



encuentran: El metabolismo de los carbohidratos, en la fotosintesis durante la conversion
de azucares a almidon, metabolismo de proteinas, produccion de auxinas, formacion del
polen, mantenimiento de la integridad bioldgica de las membranas y en la resistencia ante
la infeccion de ciertos patdgenos (Alloway, 2008) . Las plantas pueden absorber el zinc
como un catién divalente, pero solamente una porcion pequefia del zinc total, se
encuentra presente en el suelo en su forma soluble. Debido a esto, la deficiencia de zinc
es una de las deficiencias de micronutrientes mas comunes en el mundo. Dentro de los
mecanismos empleados por las rizobacterias PGPR para solubilizar el zinc se encuentran:
La acidificacion por medio de la produccion de acidos organicos que secuestran los
cationes de zinc y disminuyen el pH del suelo, ademads, los aniones también pueden
quelar el zinc y mejorar la solubilidad de este (Alexander, 1997).  Otros mecanismos
involucrados son la produccion de sideroforos y protones, sistemas oxido-reductores en

membranas celulares y ligandos quelados (Saravanan et al., 2011).

2. Bacterias PGPR asociadas a Ananas Comosus (L.) Merr.

Se ha reportado una amplia variedad de bacterias PGPR de la rizosfera y de los
tejidos internos de Ananas comosus, y su potencial para promover su crecimiento,
aumentando la altura, peso seco, peso fresco, area foliar y tamafio de la raiz (Gonzales et
al., 2011). Dentro de las rizobacterias PGPR aisladas de la rizosfera y de los tejidos de
Ananas comosus se encuentran: Azotobacter chroococcum, Azospirillum amazonense,
Burkholderia spp., Burkholderia silvatlantica, Burkholderia tropicalis, Bacillus subtilis,
Azospirillum spp., Gluconacetobacter diazontrophicus y Asaia bogorensis. Todos estos
estudios en los cuales se han aislado y caracterizado estas bacterias, se han enfocado en
evaluar la capacidad de estas de fijar nitrégeno, solubilizar fosforo, solubilizar potasio y
en la produccion de fitohormonas. Pero ninguno hasta el momento se ha enfocado en la
capacidad de estas de solubilizar micronutrientes importantes como lo es el zinc (Baldotto
et al., 2010) (Baldotto et al., 2010) (Weber et al., 1999) (Muthukumarasamy et al., 2002)
(Cruz et al.,2001) (Weber et al., 2003) (Kongbrailatpam y Putatunda, 2018). Estas



bacterias pueden utilizarse para solubilizar fuentes insolubles de zinc en el suelo como el

6xido de zinc, carbonato de zinc y fosfato de zinc.
a. Medios selectivos para el aislamiento de las rizobacterias solubilizadoras de zinc.

Para el aislamiento de bacterias PGPR solubilizadoras de zinc, se utiliza el medio
minimo TRIS o el medio de sales minerales. Estos son medios que se suplementan con
diferentes fuentes insolubles de zinc para poder determinar la capacidad de las bacterias
de solubilizarlo. Las fuentes insolubles de zinc que se utilizan son el ZnO, ZnPO4 y ZnS;
lo cual se debe a que son fuentes insolubles de zinc que se encuentran frecuentemente en
los suelos pero que no se encuentran facilmente disponibles para las plantas. Es por esto
que el medio selectivo usualmente se prepara por separado con estas diferentes fuentes
insolubles de zinc, para de esta manera poder evaluar de que clase de compuestos las
bacterias son capazes de solubilizar el zinc para hacerlo disponible para las plantas. El
indicador que se utiliza para poder determinar la capacidad de la bacteria de solubulizar el

zing, es la formacion de un halo de solubilizacion alrededor de la colonia bacteriana.

3. Prueba in vitro para evaluar la capacidad de las rizobacterias PGPR

de solubilizar el zinc.

Para poder estimar la capacidad de solubilizar el zinc por parte de las cepas
bacterianas, se utiliza el calculo de eficiencia de solubilizacion (ES), cuya formula es ES:
Didmetro de la zona del Halo/ didmetro de la colonia x 100. Para poder efectuar el calculo
se debe de inocular con las cepas bacterianas aisladas el medio TRIS suplementado con
Zn0O y ZnPO4 al 0.1% y incubarlas durante 7 dias en oscuridad a 28 °C. Esto, con el fin
de observar la formacion de halos alrededor de las colonias, para posteriormente medir el
diametro de la zona del halo y el de la colonia bacteriana. Las cepas que muestran los
mayores valores de ES, son las que presentan la mayor capacidad para solubilizar el zinc

(Nyugen et al.,1992).



B. Justificacion

El cultivo de pifia (Ananas comosus (L.) Merr.) es una fuente importante de
ingresos para Guatemala. Siendo el quinto pais exportador de pifa a nivel
Centroamericano, con cifras de 9 millones de dodlares reportadas en ventas hacia el
exterior en el 2018. Los paises a los cuales se exporta pifia son Estados Unidos,
Alemania, México, El Salvador, Honduras y Nicaragua. Siendo Estados Unidos y
Alemania los paises que mas importan pifia proveniente de Guatemala. En el pais los
principales departamentos productores de pifia son Guatemala 36%, Izabal 14%,
Escuintla 11% y los demdas departamentos suman el 39% restante (MAGA, 2017). Lo
cual equivale a 11,970 hectireas de area cultivada de pifia. Para la obtencion de
rendimientos altos en la producciodn, se requieren de grandes cantidades de agroquimicos
que contengan los elementos esenciales como nitrogeno, fosforo, potasio y
micronutrientes. Utilizando dosis que oscilan entre los 440-670 Kg N/ha, 170-280 Kg de
P,Os/ha y 220-460 Kg de K,O/ha (Sajquim.2015). La constante aplicacion de estos,
provoca cambios en las condiciones del suelo que afectan directamente la fertilidad del
mismo, tales como amplias fluctuaciones de pH, desequilibrio de nutrientes y
disminucién de las poblaciones benéficas de fauna del suelo (Clarke y Hodges, 1998)
(Aeron. et al, 2011) (Chen, 2006). Asimismo, contaminan el manto freatico y los
cuerpos de agua aledafios a los cultivos, lo cual representa un peligro para la salud de los
humanos y fauna silvestre. Los cambios que se producen en el suelo debido al uso
excesivo de agroquimicos, pueden causar pérdidas econémicas debido a un decrecimiento
en el rendimiento de la produccion (Clarke y Hodges, 1998) (Aeron. et al, 2011). Es por
esto que surge la necesidad de nuevas practicas agricolas que sean sostenibles, con el fin
de mantener el delicado balance de la ecologia del suelo. Una de las estrategias es el uso
de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal como biofertilizantes, los cuales han
mostrado tener un alto potencial como sustituto a los fertilizantes quimicos (Berg, 2009)

(Cock. et al, 2011) (Pliego. et al, 2011), debido a la capacidad de estas de promover el



crecimiento de las plantas por medio de diferentes mecanismos. Dentro de estos
mecanismos se encuentran la capacidad de fijar nitrégeno, solubilizar fésforo, solubilizar
potasio y solubilizar micronutrientes importantes para el desarrollo de las plantas como lo
es el zinc (Gupta. et al, 2015). Asimismo, en diversos estudios se ha demostrado que la
inoculacién de la pifia con bacterias promotoras del crecimiento vegetal resulta en un
aumento del 4rea foliar, numero de raices, longitud de raices y tamafio del fruto
(Gonzales et al., 2011) (Indriyanti et al.2017) (Gonzales-Rodriguez et a/.2013) (Baldotto
et al. 2011) (Baldotto et al.2014). Es por esto que el desarrollo de un biofertilizante para
el cultivo de pifia seria importante para Guatemala, mejorando la calidad del cultivo y

evitando la degradacion de los suelos y el dafio ecologico paralelo.

El objetivo de esta investigacion es aislar y caracterizar la poblacién de
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal con la capacidad de solubilizar zinc en
un suelo dedicado al cultivo de pifia en Guatemala, para asi enriquecer la informacion que
se tiene sobre la tematica en el pais, debido a que en Guatemala no existen estudios con
respecto a bacterias solubilizadoras de zinc asociadas a la pifia. Asimismo, con este
estudio se pretende promover informacion para el desarrollo de un biofertilizante que

sustituya el uso de fertilizantes quimicos en este tipo de monocultivo.

C. Objetivos:

Objetivo general:
Describir la poblacion de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal con

capacidad de solubilizar zinc en un lote dedicado al cultivo de Ananas comosus (L.) Merr.

Objetivos especificos:

1. Aislar rizobacterias nativas de la rizosfera de Ananas comosus (L.) Merr utilizando un

medio enriquecido con 6xido de zinc.
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2. Determinar el potencial de las cepas aisladas para solubilizar zinc mediante un ensayo

en placa.
D. Hipotesis:

Ho: Todas las cepas aisladas de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
en un lote dedicado al cultivo de pifia, presentaran la misma capacidad de solubilizar
zinc.

Ha: Las cepas aisladas de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal en el

lote dedicado al cultivo de pifa, presentaran diferencias en la capacidad de solubilizar

zinc.

11



II. METODOS

A. Sitio de estudio

La toma de muestra de suelo rizosférico sera llevada a cabo en un lote dedicado
al cultivo de pina (Ananas comosus (L.) Merr) de Finca La Esperanza ubicada en el

municipio de Villa Canales, Guatemala.
B. Sujeto de estudio

El estudio tiene como objetivo describir la poblacion de rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal con capacidad de solubilizar zinc en un lote dedicado al cultivo
de pifa (Ananas comosus (L.) Merr), y promover informaciéon para el desarrollo de un
biofertilizante para este cultivo en Guatemala. Por lo tanto, los sujetos de estudio de esta
investigacion serdn las cepas de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal que

sean aisladas en el lote dedicado al cultivo de pina.
C. Diseno, enfoque y tipo de investigacion

El estudio tiene un disefio de tipo no experimental de corte transversal, debido a
que Unicamente se aislardn bacterias y se mediran las variables de interés, que es

solubilizacion de zinc, en un momento determinado.

El tipo de investigacion que se llevara a cabo es descriptiva y posee un enfoque
cualitativo. Esto debido a que unicamente se describird las poblaciones de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal que tengan la capacidad de solubilizar zinc en el sitio
de estudio. Asi como también, se llevardn a cabo pruebas cualitativas para medir la

variable de interés mencionada.
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Criterios de inclusion y exclusion: Para tomar las muestras de suelo rizosférico se
tomaran en cuenta solo aquellas plantas que presenten signos de salud, tales como: Hojas

sanas sin signos de necrosis, depredacion o con manchas foliares.

Criterio de inclusion: solamente las cepas de bacterias aisladas que presenten un

indice de solubilizacion alto, seran seleccionadas para ser identificadas.

D. Muestreo

La seleccion del sitio de muestreo sera por conveniencia. En este se tomard una
muestra compuesta que consiste en seleccionar aleatoriamente 8 submuestras de suelo

rizosférico proveniente de 8 plantas adultas de pina (Ananas comosus (L.) Merr).

Operacionalizacion de variables:

Variable Definiciéon Clasificacién Operaciona-
Escalade | Naturaleza | Interrelacié | lizacion
medicién n
Solubilizacion | zinc De razon | Culitativa Dependiente | % eficiencia
de zinc solubilizado de
por parte de solubilizacion
bacterias.
Cepa de | Rizobacteria | Nominal | Cualitativa | Atributiva Numero de
rizobacteria promotora cepas de
del rizobacterias
crecimiento aisladas
vegetal solubilizadoras
aisladas de la de zinc en el
rizosfera de lote dedicado
un cultivo de al cultivo de
pifia. pifia.
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E. Metodologia.

1. Recoleccion de las muestras.

Se tomo6 aleatoriamente una muestra compuesta que consiste en un total de N= 8
submuestras de suelo rizosférico de un sitio dedicado al cultivo de pifia (Ananas comosus
(L.) Merr). Estas fueron recolectadas directamente de las raices de plantas adultas de pifia,
tomandolas desde una profundidad de 20 cm utilizando una pala esterilizada previo a su
uso con etanol al 95% y luego estas se depositaron en bolsas plasticas estériles para ser
transportadas bajo refrigeracion hacia el laboratorio de la Universidad del Valle de
Guatemala. Unicamente se tomaron muestras en plantas que presentaban signos de buena
salud (Hojas sanas sin signos de necrosis, depredacion o con manchas foliares). Luego
bajo condiciones estériles se mezclaron las 8 submuestras para conformar una sola
muestra de suelo rizosférico. Para la obtencion del suelo rizosférico, cada muestra se

sacudié a mano vigorosamente para remover el suelo no adherido a las raices.

2. Aislamiento de las bacterias.

Se tom6 1g de suelo rizosférico y se diluyo en 9 mL de una soluciéon de agua
peptonada, seguido de una agitaciéon a 100 rpm por 15 minutos. Se realizaron diluciones
seriadas de 102-107, inoculando con 0.5 mL de las diluciones 10™*a 107 el medio de
cultivo selectivo: medio minimo TRIS suplementado con 6xido de zinc como fuente
insoluble de zinc al 0.1% para aislar solubilizadoras de zinc (C¢H 1206 10 g/L; KoHPO4
0.25 g/ ; MnSO4 0.01 g/L; FeSO4 * 7TH,0O 0.01 g/L; (NH4)SO4 0.5g/L; KCI1 0.2 g/L;
extracto de levadura 0.5 g/L; agar 20 g/L. (Nagaraju et al., 2016). Los medios de cultivo
se incubaron a 30 °C por 48 horas. Luego del periodo de incubacion, las colonias que
mostraban un halo de solubilizacion alrededor se volvieron a sembrar en el medio

selectivo respectivo para poder obtener cultivos puros.
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3. Caracterizacion de cepas bacterianas.

a. Caracterizacion morfologica colonial y celular.

Para la identificacion de los aislados bacterianos en base a la morfologia colonial,
se registrd para las colonias el color y forma luego de 24h de haberlas inoculado en el
medio selectivo mencionado. Para evaluar la motilidad, se transfirid6 con un asa
microbioldgica una sola colonia de las placas con los medios de cultivo a un portaobjeto
con una gota de agua estéril y se observaron con un microscopio de luz con un aumento
de 40x. Se registro como motilidad positiva, si se observa al menos de 5-10 bacterias

recorrer el campo visual.

Tincion Gram: Para observar las caracteristicas morfologicas de los aislados
bacterianos en un microscopio de luz, estos se prepararon de la siguiente manera: Se
agreg6 al portaobjetos solucion de cristal-violeta y se incub6 por 1 minuto a temperatura
ambiente; El exceso de colorante se lavd con H,O destilada; Luego se agregd lugol al
portaobjeto y se incubd por 1 minuto. Se realizé un lavado con H,O destilada. Seguido se
agregd de 4-6 gotas de solucion alcohol-acetona y se lavé de inmediato con H,O
destilada; Se colocd safranina y se incub6 1 minuto a temperatura ambiente. Se lavd con
H,O destilada y finalmente se sec6 al aire por 10 minutos aproximadamente. Para cada
cepa se registraron sus caracteristicas morfologicas y se clasificaron de acuerdo al

resultado obtenido en la tincidn Gram, como Gram positivas o Gram negativas.
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4. Ensayo de eficiencia de solubilizacion.

Eficiencia de solubilizacion: Se verti6 medio TRIS en cajas Petri esterilizadas.
Después de la solidificacién de este, se tomd 50 microlitros de un cultivo 10° ufc/ml de
las colonias de bacterias solubilizadoras de zinc previamente aisladas y se inocularon con
estas las cajas Petri con el medio selectivo. Las cajas Petri con bacterias solubilizadoras
de zinc se incubaron a 30°C durante 7 dias. Luego la capacidad de las bacterias para
solubilizar la fuente insoluble de zinc en los medios, se evalué6 mediante el calculo de
eficiencia de solubilizacion. Estos se midieron con un vernier electronico. Se trabajo en

triplicado.

ES: Diametro de la zona del Halo/ didmetro de la colonia x 100
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III. RESULTADOS

La mayoria de las cepas solubilizadoras de zinc aisladas (BSZ) muestran
caracteristicas morfologicas similares en cuanto al color, forma, elevacion y margen de la
colonia bacteriana. Diferencidndose entre si mayormente en la forma del margen de la
colonia. Solamente la cepa Zn9 mostrd las mayores diferencias en cuanto color, forma y
margen de la colonia. Por otro lado, se puede observar que solamente la cepa bacteriana

7Zn6 mostré no ser movil. Ver Cuadro 1.

La mayoria de las cepas aisladas son Gram + con excepcion de la cepa Zn12. En
cudnto a la morfologia celular se puede observar que todas las cepas aisladas son bacilos,

siendo en su mayoria estreptobacilos. Ver Cuadro 2.

Las cepas aisladas que presentaron los mayores valores de eficiencia de
solubilizacion después de 7 dias fueron Zn4, Zn5 y Znl0. Siendo la que presentd el

menor valor de eficiencia de solubilizacion la cepa Zn12. Ver Cuadro 3, 4 y Figura 3.
Se obtuvo un mayor porcentaje de éxito en el aislamiento de las bacterias,

utilizando la version del medio tris modificado que contiene extracto de levadura y

sulfato de hierro en comparacion al que no contiene ninguno de estos componentes.
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CUADRO 1.
Caracterizacion morfoldgica colonial y motilidad de las cepas solubilizadoras de zinc

aisladas. Donde (+) es motil y (-) no motil.

No. Cepaaislada  Color Forma  Elevacion Margen Motilidad

1 Znl Blanca Irregular ~ Plana Ondulada +
2 Zn2 Blanca Irregular ~ Plana Ondulada +
3 Zn3 Blanca Irregular ~ Plana Ondulada +
4 Zn4 Blanca Irregular ~ Plana Lobulada +
5 Zn5 Blanca Irregular ~ Plana Ondulada +
6 Zn6 Blanca Irregular ~ Plana Lobulada -

7 Zn7 Blanca Irregular ~ Plana Ondulada +
8 Zn8 Beige Irregular ~ Plana Ondulada +
9 Zn9 Amarilla  Circular Plana Entero +
10 Znl0 Blanca Irregular ~ Plana Ondulada +
11 Znll Blanca Irregular ~ Plana Ondulada +
12 Znl2 Blanca Irregular ~ Plana Ondulada +

A cada cepa se le asigné un codigo Zn del 1 al 12 y un signo + para bacterias motiles y —

para no motiles.
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CUADRO 2.

Caracterizacion morfoldgica celular y tincion Gram.

No. Cepa aislada Gram Morfologia celular
1 Znl + Bacilo

2 Zn2 + Estreptobacilo
3 Zn3 + Estreptobacilo
4 Zn4 + Estreptobacilo
5 Zn5 + Estreptobacilo
6 Zn6 + Estreptobacilo
7 Zn7 + Estreptobacilo
8 Zn8 + Bacilo

9 Zn9 + Estreptobacilo
10 Znl0 + Estreptobacilo
11 Znll + Estreptobacilo
12 Znl2 - Bacilo

Un signo + significa Gram positivas y un signo — Gram negativas.
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CUADRO 3.
Calculo de eficiencia de solubilizacion en medio TRIS modificado suplementado con
6xido de zinc al 0.1%.

No. Cepa aislada Solubilizacion de 6xido de zinc como fuente insoluble de
zinc (mm)
ES%
1 Znl 127
2 Zn2 126
3 Zn3 123
4 Zn4 141
5 Zn5 139
6 Znb6 121
7  Zn7 119
8 Zn8 129
9 Zn9 122
10  ZnlO 136
11  Znll 130
12 Znl2 111
FIGURA 3.
Grafica de barras con los porcentajes de eficiencia de solubilizacioén y zona de
solubilizacion obtenidos en el ensayo en placa en medio Tris con Zno al 0.1%.
160
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Eje “Y” representa los valores de eficiencia de solubilizacion y zona de solubilizacion y

eje “x” representa a las cepas bacterianas aisladas.
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CUADRO 4.

Célculo de porcentaje de éxito en el aislamiento de bacterias en dos versiones distintas del
medio TRIS modificado suplementado con 6xido de zinc al 0.1%.

Version del medio
Tris modificado

suplementado con

Total de cajas Petri

utilizadas por

medio para el

Total de cajas Petri Porcentaje de éxito
con éxito de

aislamiento de

Zn0 al 0.1% aislamiento de las  bacterias
bacterias
Medio con extracto 200 24 12.00%
de levadura 'y
sulfato de hierro
Medio sin extracto 200 3 1.5%

de levadura 'y

sulfato de hierro
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IV. Discusion

A. Aislamiento de las cepas bacterianas solubilizadoras de zinc

En el presente estudio se utilizé como medio selectivo medio Tris suplementado
con 6xido de zinc al 0.1%. El cual es un medio selectivo que en diferentes estudios se
muestra con variaciones en su composicion. Esto debido a que en algunos estudios su
composicion contiene extracto de levadura y sulfato ferroso, mientras que en otros este
no contiene ninguno de los reactivos mencionados anteriormente. Debido a esto en el
presente estudio se probd utilizar ambas versiones del medio selectivo para aislar las
rizobacterias solubilizadoras de zinc. De ambas versiones del medio selectivo, se tuvo
¢xito solamente con una, siendo esta la que presenta en su composicion extracto de
levadura y sulfato ferroso (Cuadro 5). Lo cual puede deberse principalmente al extracto
de levadura, el cual provee a los microorganismos con fuentes de nitrogeno, carbono,
sulfuro y otras trazas de nutrientes. Por otro lado, en la mayoria de los estudios
recomiendan inocular el medio selectivo a utilizar solamente con 100 microlitros de agua
peptonada con bacterias de las diluciones 10*a 107. Pero el éxito de aislar bacterias
utilizando ese volumen fue muy bajo. Mientras que con 500 microlitros, el éxito de aislar
bacterias fue mucho mayor. Por lo que se recomienda utilizar este tiltimo volumen para

inocular el medio selectivo para aislar las bacterias.
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1. Caracterizacion de las cepas bacterianas:

Segin  los resultados obtenidos (Cuadros 2 y 3), la mayoria de las cepas
solubilizadoras de zinc aisladas mostraron caracteristicas morfologicas coloniales y
celulares similares. Era de esperarse que la mayoria de las cepas aisladas fueran Gram
positivas y que presentaran una morfologia celular de bacilo. Esto, debido a que en la
rizosfera del suelo el género de bacterias Bacillus es el mas predominante (Vijaipayal. et

al, 1998).

Asimismo, varios estudios han reportado diferentes rizobacterias pertenecientes
al género Bacillus que promueven el crecimiento de las plantas por medio de la
solubilizacion de diferentes nutrientes en el suelo (Kongbrailatpam y Putatunda, 2018;

Shalini. et al, 2019; Ramesh. et al, 2014; Vidyashree. et al. 2018).

Por otro lado, la mayoria de las cepas aisladas mostraron ser motiles (Cuadro 1),
lo cual ha demostrado ser una caracteristica importante en las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal. Esto, debido a que la motilidad juega un papel importante en la
competencia por nutrientes a través de la quimiotaxis bacteriana. Lo cual es una
caracteristica importante para que se dé una colonizacion exitosa de las raices y de la
rizosfera por parte de las bacterias. (Czaban. ef al, 2007) en su estudio mostrd utilizando
mas de 800 cepas de rizobacterias que las cepas motiles gradualmente aumentaban desde
la rizosfera, hacia el rizoplano y al endorhiza. Resultados que sugieren fuertemente que la
motilidad de las bacterias es un factor importante en la colonizacion de las raices. Siendo
esto importante al momento de evaluar que rizobacterias pueden ser empleadas para el
desarrollo de biofertilizantes. Ya que el éxito de un biofertilizante al momento de ser
aplicado en condiciones de campo, se encuentra directamente correlacionado con la

capacidad de las bacterias de colonizar la rizosfera y las raices de las plantas.
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2. Ensayo de eficiencia de solubilizacion de zinc:

En los ensayos en placa, todas las cepas aisladas produjeron un halo de
solubilizacion en medio Tris suplementado con 6xido de zinc al 0.1% como fuente
insoluble de zinc (Cuadro 4). Indicando de esta manera que son cepas bacterianas
capaces de solubilizar zinc a partir de una fuente insoluble. Los mecanismos por los
cuales estas cepas solubilizan zinc de fuentes insolubles, tales como el 6xido de zinc,
puede ser consecuencia de la liberacion de protones, produccion de acidos organicos y de
agentes quelantes como los sideroforos de origen bacteriano. Esta solubilizacion de
compuestos de zinc mediada por medio de estos mecanismos ha sido reportada en
diferentes estudios (Ramesh. et al, 2014; Dacosta y Duta, 2001). Dentro de las fuentes
insolubles de zinc (fosfato de zinc, carbonato de zinc y 6xido de zinc) que cominmente
se emplean en estos estudios, la mayoria de bacterias que se han reportado muestran una
mayor capacidad de solubilizar el fosfato de zinc seguido del 6xido de zinc y carbonato

de zinc.

En este estudio las cepas que mostraron los valores mas altos de eficiencia de
solubilizacion luego de 7 dias de haber sido inoculadas en medio Tris suplementado con
Zn0O al 0.1%, fueron Zn4, Zn5 y Znl0. Las cuales presentaron valores de eficiencia de
solubilizacion de 141 % (Zn4),139% (Zn5) y 136% (Zn10). En comparacién con otros
estudios donde se ha evaluado el célculo de eficiencia de solubilizacién en cepas de
rizobacterias en medio Tris suplementado con 6xido de zinc, se han reportado valores de
150% a 330% (Ramesh. et al, 2014; Dacosta y Duta, 2001). Siendo valores que se
consideran altos, por lo que se puede decir que la cepa Zn4 se acerca mucho a estos
valores. Lo cual la convierte en una buena candidata para realizar estudios posteriores y
evaluar su capacidad de promover el crecimiento de plantulas de pifia. Asimismo, seria
bueno evaluar la capacidad de esta para solubilizar otras fuentes insolubles de nutrientes
y para producir fitohormonas como el 4cido indolacético. Ya que en otros estudios se han

reportado rizobacterias que poseen multiples mecanismos que promueven el crecimiento
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de las plantas (Dhaked. et a/, 2017; Nagaraju. et al, 2017). En cuanto a las otras cepas
solubilizadoras de zinc que se aislaron, pero presentaron porcentajes de eficiencia de
solubilizacion bajos, no significa que no sean buenas candidatas para evaluar su potencial
de promover el crecimiento en plantas de pina. Ya que existe la posibilidad de que
algunas de estas sean mas eficientes para solubilizar otras fuentes insolubles de zinc como
el fosfato de zinc y el carbonato de zinc. Asimismo, la gran mayoria de bio-fertilizantes
que se han comercializado han sido elaborados con mas de una cepa o especies de

microorganismos, esto para que tenga un efecto sinérgico.

A diferencia de otros cultivos, en pifia existen muy pocos estudios con respecto a
rizobacterias asociadas a esta especie. Hasta el momento las especies bacterianas que se
han reportado estar asociadas a este cultivo se encuentran Azotobacter chroococcum,
Azospirillum amazonense, Burkholderia spp., Burkholderia silvatlantica, Burkholderia
tropicalis, Bacillus subtilis, Azospirillum spp., Gluconacetobacter diazontrophicus y
Asaia bogorensis. Pero en todos estos estudios en los cuales se han aislado y
caracterizado estas bacterias, solamente se han enfocado en evaluar la capacidad de estas
de fijar nitrégeno, solubilizar fosforo y solubilizar potasio (Baldotto et al., 2010;
Baldotto et al., 2010; Weber et al., 1999; Muthukumarasamy et al., 2002; Cruz et al.,
2001; Weber et al., 2003; Kongbrailatpam y Putatunda,2018). Pero ninguno hasta el
momento se ha enfocado en la capacidad de estas de solubilizar micronutrientes
importantes como lo es el zinc. Por lo que estudios como este son importantes para poder
desarrollar nuevos productos para sustituir el uso de fertilizantes quimicos en este tipo de
cultivo, en este caso bio-fertilizantes que contengan bacterias con la capacidad solubilizar
macronutrientes y micronutrientes. Debido a que con los pocos estudios que se han
llevado a cabo con bacterias promotoras del crecimiento vegetal asociadas a pina, se han
obtenido muy buenos resultados. Donde se ha visto un mejoramiento en el crecimiento
de pifia, aumentando la altura, peso seco, peso fresco, area foliar y tamafio de la raiz. Es

importante mencionar que en ninguno de estos se ha llegado a pruebas en campo,
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solamente en condiciones de invernadero. Por lo que es importante que en este tipo de
estudios se llegue hasta pruebas en campo, para poder verificar que la bacteria realmente

puede promover el crecimiento de las plantas en campo.

26



V. CONCLUSIONES

El éxito de aislamiento de bacterias fue mayor utilizando la version del medio

Tris suplementado con ZnO al 0.1% que contiene extracto de levadura y sulfato ferroso.

Todas las cepas aisladas con medio Tris suplementado con ZnO al 0.1%

asociadas a Ananas comosus (L.) Merr mostraron ser capaces de solubilizar zinc.

Todas las cepas bacterianas solubilizadoras de zinc aisladas mostraron una

morfologia celular de bacilo.
Once de las cepas aisladas mostraron la habilidad de ser motiles, lo cual es una
caracteristica importante para que se de una colonizacion exitosa de las raices y de la

rizosfera.

La cepa Zn4 mostro el mayor potencial para solubilizar 6xido de zinc.

27



VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar la version del medio selectivo Tris que contiene sulfato

ferroso y extracto de levadura para el aislamiento de rizobacterias solubilizadoras de zinc.

Se recomienda inocular 500 microlitros de las diluciones 10%a 107 en el medio

selectivo para tener un mayor €éxito en el aislamiento de bacterias solubilizadoras de zinc.

Se recomienda para estudios posteriores evaluar la capacidad de las cepas
aisladas para solubilizar otras fuentes insolubles de zinc como el carbonato de zinc y el

fosfato de zinc.
Se recomienda para estudios posteriores evaluar la capacidad de la cepa Zn4 para
solubilizar otras fuentes de nutrientes, asi como también, evaluar su capacidad de

producir fitohormonas.

Se recomienda que las cepas se caractericen bioquimicamente y se identifiquen

para continuar con el estudio.
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VII. ANEXOS

CUADROS.

Ensayo en placa de las cepas aisladas en medio Tris suplementado con ZnO al 0.1%.

Cepa Fotografia de ensayo de solubilizacion de
zinc en placa
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CUADRO 6.
Resultados de los triplicados en el célculo de eficiencia de solubilizacion en medio TRIS

modificado suplementado con 6xido de zinc al 0.1%.

No. Cepa aislada Solubilizacion de 6xido de zinc como fuente insoluble de
zinc (mm)
Valores de los triplicados ES% ES%
1 Znl 128 122 132 127
2 Zn2 136 120 122 126
3 Zn3 127 119 124 123
4 Zn4 136 141 147 141
5 Zn5 148 131 139 139
6 Zn6 120 125 118 121
7  Zn7 120 121 116 119
8 Zn8 122 131 133 129
9 Zn9 125 119 123 122
10  ZnlO 144 133 131 136
11 Znll 126 136 129 130
12 Znl2 108 110 115 111
CUADRO 7.

Composicion del medio TRIS modificado suplementado con 6xido de zinc al 0.1%.

Medio Composicion del medio

Tris modificado con ZnO al 0.1% CesH1206 10 g/L; Ko;HPO4 0.25 g/L ; MnSOy4
0.01 g/L; FeSO4 * 7H,0 0.01 g/L;
(NH4)SO4 0.5g/L; KCI 0.2 g/L; extracto de
levadura 0.5 g/L; agar 20 g/L
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