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rizosférica y potencial genédmico y bioquimico”. Trabajé
en el desarrollo de bioinsumos para el sector bananero
por diez anos, en proyectos de la Universidad Eafit y
Augura. Actualmente es docente de planta de la Pontificia
Universidad Javeriana, sede Bogotd, en el Departamento
de Ingenieria Industrial, donde trabaja en agricultura
sostenible y proyectos de bioingenieria.
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Master en Ciencias con énfasis en microbiologia de
la Universidad Nacional de Colombia y microbiélogo
industrial de la Pontificia Universidad Javeriana. Cuenta
con experiencia en investigacion enfocada en la mitigacion
de estreses abidticos en plantas mediante bioestimulacion
bacteriana. Dentro de sus areas de experiencia se
encuentran microbiologia, bioprospeccién de diversidad
microbiana vy fisiologia vegetal de la interaccion planta-
microorganismo. En la actualidad, se desempenfa
como investigador master en AGROSAvIA, Centro de
Investigacion Tibaitatd, adelantando proyectos enfocados
en la mitigacion de efectos del cambio climatico en la
agricultura mediante el estudio de la interaccién suelo-
planta-microorganismo-ambiente.
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Master en Ciencias con énfasis en microbiologia de
la Universidad Nacional de Colombia, especialista
en Gerencia de Proyectos e ingeniera de produccion
biotecnoldgica de la Universidad Francisco de Paula
Santander. Asesora empresas agroindustriales, ambientales
e industriales en procesos de innovacion y desarrollo
tecnoldgico (EcoAgris S.A.S.). Se ha desempenado como
profesional de apoyo a la investigacion y tesista de maestria
en AGROSAVIA, jefe de produccion en plantas de abonos
organicos-minerales e industriales, gestora de proyectos
en el manejo de residuos orgdnicos agroindustriales y
en iniciativas de proyectos investigativos. Sus areas de
investigacion son la biotecnologia agricola, la microbiologia
del suelo y el mejoramiento de la nutricidn vegetal.
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Master en Biologia de la Universidad Nacional de
ColombiaeingenieraenBiotecnologiade laUniversidad
Francisco de Paula Santander. Se ha desempenado
como profesional de apoyo a la investigacién en
AGROSAVIA, en el laboratorio de microbiologia agricola,
durante siete anos. Su area de estudio es la interaccidn
planta-microorganismos, con énfasis en la regulacion
de las respuestas fisioldgicas de las plantas a
estreses mediante el uso de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal. Sus trabajos han sido realizados
principalmente en gramineas y leguminosas de uso
comun en alimentacién animal.
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Master en Ciencias con énfasis en microbiologia de
la Universidad Nacional de Colombia e ingeniero en
Biotecnologia de la Universidad Francisco de Paula
Santander. Actualmente es profesional de apoyo a la
investigacion en el Centro de Investigacion Tibaitata de
AGROSAVIA. Cuenta con experiencia en la caracterizacién
fenotipicay la formulacién de bioproductos inmovilizados
en microesferas de alginato a base de bacterias
promotoras de crecimiento vegetal.
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Doctor en Ciencias Bioldgicas con énfasis en
ecologia microbiana y master en Ciencias Bioldgicas
de la Universidad de La Habana. Master en Ciencias
Agricolas del Instituto Zooveterinario de Jarkov,
Ucrania, e ingeniero zootecnista del mismo instituto.
Investigador cientifico sénior y lider de grupo en
el Instituto de Investigaciéon de Pastos y Forrajes
(Cuba). Tiene mas de 20 afos de experiencia en el
area de ecologia microbiana del suelo, con énfasis
en la caracterizacion y uso de rizobacterias en
agricultura como fuente de nitrégeno, compuestos
promotores de crecimiento y tolerancia a factores
de estrés. Su principal objetivo es aplicar
combinaciones exitosas de microorganismos para
el desarrollo de pastos y forrajes en ambientes
hostiles. Es autor de publicaciones cientificas en
varias revistas indexadas.
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Doctora y madster en Uso, Manejo y Preservacion
de Recursos Naturales y licenciada en Agronomia.
Posdoctorada en interaccién bacteria-microalga.
Cuenta con experiencia en el estudio de interacciones
entre algas o plantas y bacterias promotoras de
crecimiento vegetal, las cuales ha abordado mediante
aproximaciones microbioldgicas, ecofisiolégicas vy
moleculares. Se desempena como investigadora
asociada al Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste (México) y The Bashan Institute of Science
(Estados Unidos), realizando investigacion encaminada
a restauraciéon de suelos asistida por plantas y su
microbioma nativo.
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Nacional Autdénoma de México, master en Uso y Manejo
de Recursos Naturales del Centro de Investigaciones

Bioldgicas del Noroeste (México) y licenciada en Biologia
de la Universidad Auténoma Metropolitana (México).
Actualmente se desempena como investigadora
asociada del Grupo de Microbiologia Ambiental del
Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste,
donde realiza investigacion dirigida al estudio del
microbioma asociado a manglares y su papel para fines
de restauracion.
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Master en Ingenieria Bioquimica e ingeniero quimico de la
Universidad Nacional de Colombia. Cuenta con 20 anos de
experiencia investigativa en AGROSAVIA; su trabajo cientifico
abarca el diseno de medios de cultivo, la estandarizacion
y optimizacién de procesos de fermentacion, el andlisis
de operaciones unitarias y el modelamiento y disefo
de experimentos a diferentes escalas. Actualmente se
desempena como investigador master asociado del drea de
fermentaciones liquidas en la Planta Piloto de Bioproductos
de AGROSAVIA, con énfasis en la estandarizacion y
escalamiento de bioprocesos a nivel piloto. Ha colaborado
como docente de posgrado en el adrea de disefo de
bioprocesos en la Universidad de La Sabanay la Universidad
Militar Nueva Granada, y ha publicado articulos cientificos
en revistas especializadas a nivel nacional e internacional.
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Orcid: 0000-0003-4919-2747
Google Scholar: Martha Isabel Gémez Alvarez

Investigadora Ph.D. sénior con un doctorado en
Bioquimica y Farmacia, una maestria en Formulacion
de Liposomas y especializaciones en Gerencia de
Produccién, Costos y Mercadeo. Tiene mas de 25
anos de experiencia en diseno, desarrollo, escalado,
registro, mercadeo y transferencia de tecnologia de
bioproductos agricolas y pecuarios. De 2001 a 2007
trabajé en Newbiotechnic Espana como responsable de
produccion de agentes de control biolégico. Desde 2008
trabaja en AGROSAVIA, donde ha desarrollado proyectos
de investigacion en procesos productivos mediante
fermentacion sélida y liquida, diseno de formulaciones
solidas y liquidas (polvos, granulos, suspensiones,
emulsionesy microencapsuladas)y escalado de procesos
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de fabricacion y registro de bioproductos (bioplaguicidas,
biofertilizantes y probidticos). Tiene experiencia en la
produccion y formulacion de bacterias anaerobias y
aerobias, hongos antagonistas y virus entomopatégenos.
Actualmente se desempefna como directora del area de
vinculacion de AGROSAVIA.
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Méaster en Microbiologia Avanzada de la Universidad
de Barcelona e ingeniera quimica de la Universidad
Nacional de Colombia. Se enfoca en las areas de
biotecnologia industrial y ambiental. Es integrante del
grupo de investigacion Bioproductos y Bioprocesos
Agropecuarios, de AGROSAVIA, e investigadora master
de la corporacién. Tiene experiencia en formulacién,
planeacién y desarrollo de proyectos de base
biotecnoldgica, operaciones unitarias aplicadas a
la produccién de bioinsumos e implementaciéon de
estrategias para la optimizacién de la productividad.
Ha trabajado en el diseno de experimentos para la
produccion masiva (medios de cultivo en fermentacidn
liquiday sélida), separacion, recuperaciony formulacion
de microorganismos mediante el analisis de procesos y
operaciones unitarias,y en desarrollo e implementacién
de estrategias de escalamiento para procesos de
fermentacién y formulacion.
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Orcid: 0000-0001-7385-3408

Master en Ciencias Bioldgicas, con énfasis en
microbiologia, de la Universidad de los Andes y quimica
farmacéutica de la Universidad Nacional de Colombia.
Es investigadora master sénior de AGROSAVIA, en el
Departamento de Bioproductos. Cuenta con experiencia
en disefo y desarrollo de productos biolégicos a
base de bacterias y hongos para el control de plagas
agricolas, biofertilizantes y nutricién y salud animal. Ha
sido autora de varios articulos en revistas indexadas y
capitulos de libro.
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Google Scholar: Mauricio Camelo Rusinque

Master en Biologia Aplicada de la Universidad Militar
y microbidlogo industrial de la Pontificia Universidad
Javeriana. Se desempefia como investigador master
en el Centro de Investigacion Tibaitatd de AGROSAVIA.
Cuenta con 14 anos de experiencia en investigacion
y desarrollo de bioproductos a base de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal. También posee
amplia y reconocida experiencia en la formulacién y
ejecuciéon de proyectos de investigacion nacionales
e internacionales que han tenido como objetivo
demostrar la eficiencia y eficacia de los biofertilizantes
en diferentes cultivos de interés agroindustrial.
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jphernandezs@unbosque.edu.co
Orcid: 0000-0003-1175-0109
Google Scholar: Juan Pablo Hernandez

Master en Ciencias en Manejo de Recursos Marinos
del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas, del
Instituto Politécnico Nacional (México), y bidlogo de
la Pontificia Universidad Javeriana. Actualmente se
desempena como docente y coordinador del Laboratorio
de Investigaciones de Biologia (Inbibo), del programa de
Biologia de la Universidad El Bosque. Sus investigaciones
se han centrado en el uso de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal con fines ambientales y para el
tratamiento terciario de las aguas residuales domésticas,
mediante el uso de la bacteria y microalgas inmovilizadas
en esferas de alginato. También se interesa en la
busqueda de microorganismos en suelos de pdramo con
fines biotecnoldgicos para la recuperacién, restauracién
y conservacion de suelos de alta montana, asi como en
el desarrollo y estandarizacion de técnicas de extraccion
de ADN para la identificacién molecular y como aporte al
coédigo de barras de la vida (DNA barcode) de ejemplares
preservados en museos. Sus lineas de investigacion
requieren del manejo de herramientas moleculares,
como extraccion, cuantificacidn y secuenciacion de ADN y
técnicas de FISH, DGGE, PCR de punto final y PCR en tiempo
real, y técnicas en microbiologia, como siembra en
medios liquidos y sélidos, mantenimiento y conservacién
de bacterias y pruebas bioquimicas para la identificacion
y reconocimiento de microorganismos.

Manuel Moreno Legorreta

legoreta04@cibnor.mx
Google Scholar: Manuel Moreno Legorreta

Master en Ciencias, especialista en Manejo de Recursos
Marinos y licenciado en Biologia Marina. Tiene amplia
experiencia en bioinoculantes de segunda generacién a
base de bacterias promotoras de crecimiento vegetal para
restauracion de suelos de zonas dridas, reforestacién
de desiertos, biorremediaciéon de aguas contaminadas y
manipulacién genética de Azospirillum para implante del
gen gfp. Ademas, trabaja con biomarcadores en organismos
marinos sujetos a contaminacién, en microbiologia

marina, en manejo de la calidad de agua y en alimento
vivo en acuacultura. Ha participado en multiples proyectos
de aplicacion de biofertilizantes. Es autor de varias
publicaciones, en conjunto con el Grupo de Microbiologia
Ambiental del Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste, en revistas de alto impacto.

Radhakrishna Prabhu

prabhucochin@gmail.com
Google Scholar: M. Prabhu

Master en Microbiologia Agricola de la Universidad
Agricola de Tamil Nadu (India). Después de mas de
una década de trabajo en el Servicio de Investigacién
Agricola del Consejo Indio de Investigacion Agricola
(icar), el Mtr. Prabhu ha estado trabajando en
TerraBioGen Technologies (Canadd) como cientifico
investigador principal. Sus principales intereses de
investigacionincluyen el valor agregado a los desechos
orgdnicos utilizando tecnologias microbianas, el
aislamiento, caracterizacion y comercializacién de
bacterias benéficas para plantas dificiles de cultivar
y el desarrollo de métodos de cultivo en masa
microbianos simples y de bajo costo, entre otros.

Gregorio Salomén
Zambrano Moreno

gzambrano@agrosavia.co
Orcid: 0000-0001-5939-0902
Google Scholar: Gregorio Zambrano Moreno

Mdaster en Economia con énfasis en econometria y
economia cuantitativa de la Universidad Externado
de Colombia, especialista en Estadistica Aplicada y
economista de la Universidad Militar Nueva Granada.
Su experiencia en investigacién es en el darea de
socioeconomia de evaluacién de impacto y adopcién de
tecnologias agropecuarias. Desde 2014 trabaja en la
Direccién de Planeacion y Cooperacion Institucional de
AGROSAVIA, en la Oficina de Seguimiento y Evaluacion.
Actualmente, pertenece al equipo base que lidera
la Estrategia de Evaluacién de Impacto y Balance
Social de la Corporacién Colombiana de Investigacién
Agropecuaria.
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fabimorenomartinez@gmail.com
Orcid: 0000-0003-2466-7654
Google Scholar: Fabiola Moreno Martinez

Bidloga de la Universidad Nacional de Colombia. Desde
2014 trabaja en la regulaciéon de bioinsumos de uso
agricola y en el registro de empresas y productos,
como profesional de registro en la Direccién Técnica de
Inocuidad e Insumos Agricolas del Instituto Colombiano
Agropecuario (ica), donde desarrolla actividades
de revision de protocolos de pruebas agrondmicas,
auditoria a las pruebas en campo, validacién de
resultados de estabilidad de productos y aprobacion
de procesos e instalaciones de las empresas. Lidera
los procesos de actualizacién de las definiciones y
normativas nacionales y regionales sobre el registro y
comercializacién de bioinsumos de uso agricola.
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Orcid: 0000-0002-0089-2593
Google Scholar: DC Zambrano-Moreno

Doctora en Ciencias Naturales del Tecnoldgico de Costa
Rica, master en Diseno y Gestion de Procesos de la
Universidad de La Sabana y microbidloga industrial
de la Pontificia Universidad Javeriana. Desde 2018
ejerce como vicepresidenta ejecutiva de Porkcolombia,
donde fue directora de Investigacion y Transferencia de
Tecnologia durante seis anos. Ademas de sus cargos
en el gremio porcicultor, se desempend como directora
ejecutiva del Centro de Innovacion de la Floricultura
Colombiana (Ceniflores), asesora del subdirector general
de Colciencias y especialista en tecnologia e innovacion
en la oficina en Colombia del Instituto Interamericano de
Cooperacion para la Agricultura (1icA); ademas, trabajé
en instituciones como AGROSAVIA, asi como en proyectos
de crédito del Banco Mundial y el Banco Interamericano
de Desarrollo, entre otros.

Diana Marcela Leén Moreno
mdleon@agrosavia.co

Es especialista en Producciéon y Logistica de la
Universidad Distrital Francisco José de Caldas e
ingeniera industrial de la Universidad Nacional de

Colombia, con 9 ahos de experiencia en AGROSAVIA,
donde ha trabajado, junto con el Departamento
de Bioproductos, en proyectos de investigacion en
actividades asociadas al andlisis de mercado y al manejo
de proyectos comerciales de productos que tienen
registro. Actualmente se desempena como profesional
en el Departamento de Desarrollo de Negocios, donde
maneja los proyectos comerciales del Departamento de
Bioproductos.
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Mdster en Administracion de Negocios, especialista
en Gerencia de Empresas y microbidloga indusrtrial
de la Pontificia Universidad Javeriana. Tiene 10 anos
de experiencia en AGROSAVIA en diseno, desarrollo,
registro y mercadeo de bioproductos, en ejecucion
y andlisis operativos y financieros de proyectos de
I+D+i en temas relacionados con las demandas del
sector agropecuario, en proyectos comerciales vy
diseno e implementacién de estrategias de mercado
y modelos de negocio para la transferencia y
adopcion de tecnologias agropecuarias. Actualmente
se desempena como asesora sénior de la Direccién
de Vinculacién.
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Romero Perdomo
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Orcid: 0000-0002-4277-1925
Google Scholar: Felipe Romero-Perdomo

Mdster en Proyectos de Desarrollo Sostenible de
la Universidad EAN y microbidlogo industrial de la
Pontificia Universidad Javeriana.Tiene mas de 8 anos
de experiencia en investigacion y desarrollo sobre
bioprospeccion agricola en cultivos como algodén,
arroz, maiz y sistemas silvopastoriles. Cuenta con
conocimientos en microbiologia de suelos, nutricion
vegetal, biotecnologia industrial y economia circular.
Es apasionado por la sostenibilidad de los recursos
naturalesylos servicios ecosistémicos comotambién
del aprovechamiento de la biomasa de sistemas
agroalimentarios. Esta interesado en promover la
bioeconomia como modelo de desarrollo sostenible
mediante investigacién interdisciplinaria.
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Tecnologo en Produccién Agricola y técnico en Cultivos
Agricolas. Tiene mas de 30 anos de experiencia en
bioprospecciéon de microorganismos con potencial
biotecnoldgico y en el desarrollo de estrategias
sostenibles para el manejo integrado del suelo. Cuenta
con conocimientos en procesos de produccion de
biofertilizantes en laboratorio y en establecimiento y
muestreo de experimentos de invernadero y campo
tanto en AGROSAVIA como en fincas de productores.
Cuenta con experiencia en el manejo agronémico de
cultivos como algodén, soya, maiz, arroz, alverja, frijol
y pastos tanto de clima calido, como kikuyo, ryegrass
y lupino, como frio.
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Orcid: 0000-0002-5018-1474

Candidato a doctor en Ciencias Agropecuarias de
la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Indio
Hatuey (Cuba), master en Zootecnia de la Universidade
Federal de Vicosa (Brasil) y médico veterinario y
zootecnista de la Universidad de Caldas. Cuenta con
amplia experiencia en implementacién, desarrollo y
analisis de investigaciones relacionadas con sistemas
silvopastoriles para alimentacién bovina y caprina, lo
cual se ve reflejado en su produccion cientifica.
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Google Scholar: Paola Jimena Criollo Campos

Candidata a master en Ciencias Ambientales de
la Universidad Jorge Tadeo Lozano y bidloga de la
Universidad del Tolima. Actualmente se desempefa
como profesional de apoyo a la investigacion en el Banco
de Germoplasma de Microorganismos, en el Centro de
Investigacidn Tibaitatd de AGRoSAvVIA. Cuenta con amplia
experiencia en aislamiento, conservacién y descripcién
de bacterias simbidticas fijadoras de nitrégeno tipo
rizobios y en la determinacion enzimatica de parametros
de calidad del suelo. Esta capacitada en formulacién y

ejecucion de proyectos de investigacion enfocados en
mejorar las condiciones del agro colombiano.
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Imolano@agrosavia.co
Orcid: 0000-0002-8640-4051

Administradora de empresas de la Universidad Minuto
de Dios y técnica en Producciéon Agropecuaria del
Servicio Nacional de Aprendizaje (SENA). Actualmente
se desempefna como profesional de apoyo a la
investigacion en AGROSAVIA. Cuenta con experiencia en
el seguimiento administrativo y ejecucién presupuestal
de proyectos de investigacién a nivel nacional y de
cooperacién técnica internacional asociados al uso
de herramientas biotecnolégicas para el desarrollo
de biofertilizantes. Tiene conocimientos en redaccion
cientifica, elaboracion de inventarios de colecciones
bacterianas, montajes experimentales en laboratorio-
invernadero-campo, revision de articulos sobre
bacterias promotoras de crecimiento vegetal y procesos
de obtencidn de registros ante el ICA.
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germanorozcog@hotmail.com

Especialista en Pedagogia Ambiental e ingeniero
agronomo de la Universidad del Tolima. Tiene experiencia
en manejo de cultivos semestrales, de frutales y hortalizas.
Se desempena como director de la Unidad Municipal de
Asistencia Técnica Agropecuaria (Umata) de Aguachica,
Cesar; como docente de la Universidad Popular del Cesar,
también de Aguachica, y como productor agropecuario.
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Master en Ciencias Agrarias, con linea de investigacion
en fisiologia de cultivos, e ingeniera agronoma de la
Universidad Nacional de Colombia. Su experiencia
profesional estd dirigida al analisis fisioldgico de la
interaccion planta-microorganismos (patogénicos vy
simbiontes). Actualmente es investigadora master del
C.l. Tibaitatd de AGROSAVIA.
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Estudiante de la Maestria en Ciencias Agrarias con énfasis en
fisiologia de cultivos, e ingeniera agrénoma de la Universidad
Nacional de Colombia. Se desempefia como profesional de
apoyo a la investigacidon y trabaja en producciéon de semilla
prebasica de papa en el Plan Nacional de Semilla y en el Plan
de Vinculacion de Papa, en el Centro de Investigacion Tibaitata
de AGROSAVIA. Tiene mas de 15 anos de experiencia en manejo
integrado del cultivo de papa, y ha trabajado en formulacién
y ejecucion de proyectos de investigacion participativa en
sistemas productivos y de transferencia de tecnologia de papa
y hortalizas.
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Bidlogo de la Universidad INccA de Colombia. Su experiencia
profesional se ha centrado, desde un principio, en AGROSAVIA,
donde realiz6 sus practicas profesionales y su trabajo de grado.
En 2015 se vinculé como profesional de apoyo a la investigacion
y ha colaborado con proyectos de cultivo in vitro de plantas, con
ensayos de manejo de tomate en invernadero por medio de
la evaluacion de estrategias de fertilizacion e inoculacién de
microorganismosy con procesos de elaboracidn de compostajes.
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Doctora en Biotecnologia de la Universidad Nacional de
Colombia, master en Studies of Genetic Variation of Rhizobium
leguminosarum biovar trifolii de la University of Wales e
ingeniera agrénoma de la Universidad Nacional de Colombia.
Empezd su carrera profesional como investigadora del
Programa de Suelos en el Ica (1983-1993) y después llegd a
AGROSAVIA, donde se ha desempenado como coordinadora del
Programa de Manejo Integrado de Suelos y Aguas (1994-1999),
coordinadora del Programa de Recursos Biofisicos (1999-2006),
investigadora master principal (2006-2015) y, actualmente,
como investigadora Ph.D. sénior. Su areas de experiencia son
el manejo integrado de suelos y aguas, los biofertilizantes y el
impacto econdmico, social y ambiental de las tecnologias.
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El significado de la
vida es descubrir tu
don, el propdsito de
la vida es regalarlo.

Pablo Picasso
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Actualmente es cada
vez mds importante
ajustar los sistemas
productivos para que
sean ambientalmente
sostenibles y mds viables
economicamente,
teniendo en cuenta el
crecimiento acelerado de
la poblacion mundial.

Prologo

Hace unas décadas, el uso de fertilizantes de sintesis quimica se vio como
una gran solucidn para la intensificacién de la produccién agricola, pero
hoy, debido a sus efectos negativos sobre el medio ambiente y la salud
humana, ademas de sus elevados costos de elaboracion, es apremiante la
necesidad de encontrar alternativas para la fertilizacion de los cultivos o,
por lo menos, para reducir el uso de los fertilizantes quimicos. Por esta
razén, muchos investigadores empezaron a centrar sus estudios en una
de esas alternativas: la biofertilizacién; lo han venido haciendo diversas
instituciones entodo elmundo, y la Corporacién Colombiana de Investigacion
Agropecuaria (AGROSAVIA), a la cabeza de este proceso en Colombia, no ha
sido la excepcién.

Es por esto que los profesionales Ruth Bonilla Buitrago (AGROSAvVIA,
Colombia), Luz Estela Gonzalez de Bashan (Centro de Investigaciones
Bioldgicas del Noroeste, México) y Rall Osvaldo Pedraza (Universidad
Nacionalde Tucuman, Argentina) han editado (y escrito) Bacterias promotoras
de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible. Su objetivo es
mostrar, basados en su experiencia en diversas investigaciones dentro de
las organizaciones, el papel que estas bacterias pueden desempenar en la
promocién del crecimiento de los cultivos de importancia econémica para
el pais, y lo hacen por medio de quince capitulos que me permito describir
a continuacion:

En el primer capitulo, titulado “Los biofertilizantes y su relacién con la
sostenibilidad agricola”, Raul Osvaldo Pedraza, German Andrés Estrada
Bonilla y Ruth Bonilla Buitrago nos cuentan que las actuales estrategias de
manejo de suelos dependen principalmente de la aplicacion de fertilizantes
inorganicos de sintesis quimica, que, cuando son utilizados inapropiadamente,
constituyen una seria amenaza para la salud humana y ambiental. En
contraste, los biofertilizantes se han destacado como una alternativa para
aumentar tanto la fertilidad del suelo como la produccién de los cultivos.
Asi, el uso de microorganismos benéficos como biofertilizantes se ha vuelto
sumamente importante para los sistemas productivos, debido a que son
amigables con el medio ambiente y sostenibles en el tiempo.

Los autores buscan con este capitulo revisar el papel de los biofertilizantes
en la agricultura sostenible, asi como generar conocimiento para los
productores y profesionales vinculados a la agricultura, para lo cual tratan
aspectos generales y la clasificacion de los biofertilizantes; hacen una
comparacion entre los fertilizantes de sintesis quimica y los bioldgicos;
abordan la rizésfera como zona de interacciones entre las plantas, el suelo
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y los microorganismos; describen los microorganismos
utilizados para los biofertilizantes, y muestran sus
ventajas y desventajas.

En el capitulo 2, “Bacterias promotoras del crecimiento
vegetal: filogenia, microbioma y perspectivas”, Sergio
Pardo Diaz, Diana Carolina Mazo Molinay Daniel Fernando
Rojas Tapias generalizan el concepto de asociacién entre
las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) y
los cultivos de interés, para hablar de la composicién del
microbioma total de la planta. Este microbioma se define
como la coleccién de microorganismos que habitan la
superficie o el interior de las plantas, y su composicion
se estudia mediante técnicas de secuenciacién masiva de
ADN.Estas PGPB, las cuales hacen parte del microbiomade
la planta, no se encuentran agrupadas filogenéticamente;
no obstante, la mayoria pertenece al filo Proteobacteria.
Los autores describen las caracteristicas fisioldgicas
y genéticas de algunas de las PGPB mas relevantes, y
abordan las perspectivas en el estudio de la biologia y
ecologia de estos organismos, asi como la importancia
de la comprension de estos mecanismos para la
formulacion de nuevas estrategias y la optimizacién de
las tecnologias existentes de promocidn del crecimiento
vegetal con pGPB. Finalmente, se hace un paralelo con el
conocimiento que se tiene sobre uno de los fitopatégenos
mas estudiados, Pseudomonas syringae, y se establecen
los campos de accién en los que debemos enfocarnos
para entender en detalle la interaccién entre las PGPB
y las plantas, a un nivel mecanistico, y asi establecer
como la planta puede diferenciar entre unos y otros
microorganismos a nivel molecular.

En el tercer capitulo, “Mecanismos de promociéon de
crecimiento de las PGPB", Luisa Fernanda Posada Uribe,
Andrés Eduardo Moreno Galvan, Marilyn Tatiana Santos
Torres y German Andrés Estrada Bonilla presentan
un acercamiento a los mecanismos de accién que las
bacterias promotoras de crecimiento llevan a cabo en
la planta con el fin de mejorar el desarrollo y la sanidad
de los cultivos. Para ello, el capitulo inicia con una breve
descripcion histérica del uso de estos microorganismos,
y profundiza posteriormente en los mecanismos directos
e indirectos que son ejecutados para la nutricién vegetal
o el control de fitopatégenos. Adicionalmente, los autores
presentan una seccion donde describen las formas de
interaccion entre la planta y las pPGPB, considerando la
formacién de la biopelicula, la produccién de enzimas

y el quorum sensing, la produccién de metabolitos tipo
lipopéptidos y la colonizacién bacteriana, que son los
focos de esa interaccion.

En el capitulo 4, “Aplicacién de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal en la mitigacion de estreses”, sus
autores, Andrés Eduardo Moreno Galvan, Sandra Lucia
Cortés Patino, Jonathan Alberto Mendoza Labrador y
Carlos José Bécquer Granados, resaltan el papel que
desempena la aplicaciéon de PGPB como alternativa
biotecnolégica en la mitigacién de los efectos de
los principales estreses abidticos sobre las plantas,
mediante un analisis de los principales mecanismos
bacterianos implicados en esta interaccién planta-
ambiente-microorganismo.

Blanca Estela Romero Lépez y Getzabeth Gonzéalez
Gutiérrez describen, en el quinto capitulo, “Mecanismos
de promocion del crecimiento vegetal por rizobios
simbidticos y asimbidticos”, los mecanismos de los
rizobios que contribuyen al crecimiento vegetal, entre los
cuales se encuentran la fijacién simbiédtica de nitrégeno
y la produccioén de fitohormonas, siderdéforos, vitaminas 'y
antibidticos, asi como de otros metabolitos fitoefectivos.
Dichos mecanismos de accién determinan el potencial
de los rizobios en aplicaciones biotecnoldgicas como
fitoestimulantes, biofertilizantes, bioplaguicidas y
rizorremediadores.

En el sexto capitulo, “Producciéon de biofertilizantes”,
Andrés Diaz Garcia, Martha Isabel Gémez Alvarez, Ginna
Milena Quiroga Cubides, Erika Paola Grijalba Bernal,
Mauricio Camelo Rusinque y Ruth Bonilla Buitrago
abordan aspectos clave asociados a la produccién de
los biofertilizantes, desde el diseno y la optimizacién del
medio de cultivo especifico parala cepadeinterés,usando
herramientas de diseno de experimentos, incluyendo
el escalamiento de los procesos de fermentacion a
nivel piloto o industrial para la obtencién eficiente del
ingrediente activo, hasta la estandarizaciéon de los
procesos de formulacién y empaque que otorgaran la
estabilidad relacionada con la actividad del bioproducto
final en condiciones de campo.

En el capitulo 7, “Métodos de aplicacién de biofertilizantes
bacterianos”, Luz Estela Gonzdlez de Bashan, Manuel
Moreno Legorreta, Juan Pablo Hernandez, Radhakrishna
Prabhu y Jonathan Alberto Mendoza Labrador explican
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que los aspectos centrales para el éxito de la inoculacion
de plantas con bacterias promotoras de crecimiento
vegetalson la eficacia de lacepabacterianaylatecnologia
de aplicacién. El capitulo analiza las caracteristicas de
los portadores ideales para inoculantes bacterianos vy
se enfoca en formulaciones superiores para el futuro,
principalmente poliméricas y encapsuladas, y en nuevas
ideas emergentes en el campo de la inoculacion.

En el octavo capitulo del libro, “Normativa colombiana
y brasilena aplicada a la produccién y registro de
inoculantes bioldgicos para uso agricola”, Diana Corina
Zambrano Moreno, Gregorio Salomén Zambrano Moreno y
Fabiola Moreno Martinez nos cuentan que, para garantizar
que las tecnologias sean usadas de manera masiva en
los procesos de producciéon agropecuaria, se requiere
una comercializacion justa y de calidad, lo que se logra
a través de una reglamentacién clara y ajustada a la
naturaleza de los biofertilizantes y que establezca unos
criterios minimos de calidad respecto de su formulaciéon
y eficacia en los cultivos. Estos procesos normativos
denotan también la adopcidn de estas tecnologias en las
politicas agrarias, ambientales y de comercio de cada
pais, por lo cual este capitulo evalta la normatividad sobre
los biofertilizantes desde los aspectos de registro del
producto, informacién de acceso a la diversidad bioldgica
y patentes para Colombia y Brasil.

En el capitulo 9, “El mercado de los biofertilizantes”,
Diana Marcela Ledn Moreno, Erika Andrea Alarcén Torres
y Martha Isabel Gémez Alvarez abordan el mercado
de biofertilizantes, que se encuentra actualmente en
crecimiento, desde una perspectiva mundial. Las autoras
presentan las diferentes formas de segmentacion
gue puede tener este mercado: por principio activo,
actividad bioldgica, aplicacién, formulacion, cultivo y
region, y también revisan las principales empresas del
mercado y cdmo es su dindmica, desde las debilidades y
fortalezas hasta las principales estrategias de negocio.
Finalmente, estudian el panorama latinoamericano, con
algunos ejemplos de empresas lideres en este mercado,
y analizan las perspectivas a futuro.

En el décimo capitulo, “Experiencia AGROSAVIA en
algoddn (Gossypium hirsutum). Evaluacion del potencial
biofertilizante de bacterias fijadoras de nitrégeno sobre
el cultivo bajo condiciones de invernadero”, Felipe Andrés
Romero Perdomo, Ever Mauricio Barén Guaquetd y Ruth

Bonilla Buitrago analizan el papel fundamental que los
cultivos agroindustriales cumplen en la diversificacién
agricola para los productos manufacturados, la
seguridad alimentaria, el crecimiento econdmico y el
desarrollo rural. Entre los cultivos agroindustriales de
mayor impacto se encuentra el algoddn, el producto
agricola no alimentario mas importante del mundo, que
se cultiva principalmente por su fibra, para productos
textiles; por el uso de sus semillas, como fertilizante, y
para la fabricacidn de aceites comestibles y jabones.

Los sistemas ganaderos bovinos en Colombia han
evolucionado en arreglos integrados de produccién
agricola, pecuaria y forestal dirigidos a obtener opciones
tecnolégicas diversas. Uno de estos sistemas es el
silvopastoril, en el que se integran drboles, forrajes
y pastoreo de ganado de una manera mutuamente
beneficiosa. Asi, la fertilizacién de las pasturas para el
ganado con PGPB ha ganado terreno en las investigaciones
actuales, porlo que los capitulos 11, “Experiencia AGROSAVIA
en sistemas silvopastoriles en el trépico bajo. Uso de
biofertilizantes como promotores del crecimiento vegetal
de arreglos silvopastoriles para sistemas ganaderos
en Colombia”, y 12, “Experiencia AGROSAVIA en sistemas
silvopastoriles en el tropico alto. Sistema de produccién
ganadera en el Altiplano Cundiboyacense”, se interesan
en el papel que estas bacterias pueden desempenar
en los sistemas silvopastoriles para reducir los danos
ambientales que el ganado por si solo le genera al planeta.

En el capitulo 13, “Experiencia AGROSAVIA en frijol (Vigna
unguiculata) para ensilaje. Uso de rizobios nativos en
leguminosas forrajeras como biofertilizantes en el
mejoramiento de la produccidn de ganado de carne
en el Valle del Cesar”, Paola Jimena Criollo Campos,
Felipe Andrés Romero Perdomo, German Orozco
Gonzalez y Ruth Bonilla Buitrago analizan el papel
gue los biofertilizantes pueden cumplir para reducir
o, idealmente, eliminar el uso de los fertilizantes
de sintesis quimica en las pasturas, ya que los
biofertilizantes formulados promueven el crecimiento
vegetal y aumentan la disponibilidad de nutrientes para
el desarrollo de las plantas.

También al respecto de este tipo de bioinsumos, que son
de vital importancia en cultivos como el tomate, bajo
condiciones de invernadero, el capitulo 14, “Experiencia
AGROSAVIA en tomate (Solanum lycopersicum). Evaluacion

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

del efecto de la inoculacién de bacterias fijadoras de
nitrégeno sobre la produccion de tomate (Solanum
lycopersicum) bajo condiciones de invernadero”, de
Mauricio Camelo Rusinque, Andrea del Pilar Villarreal
Navarrete, Ingrid Marcela Preciado Mongui, Marco
Steve Sudrez Estrada, Sergio Pardo Diaz y Ruth Bonilla
Buitrago, muestra los resultados obtenidos, en cuanto a
rendimientos de produccién, al aplicar el biofertilizante
Monibac sobre el cultivo del tomate, con el objetivo de
disminuir la fertilizacion nitrogenada de sintesis quimica
y,de estaforma, contribuir al mejoramiento de la nutricién
de las plantas en este tipo de sistemas productivos.

Por ultimo, el capitulo 15, “Desarrollo tecnoldgico de
biofertilizantes en Colombia: experiencia en AGROSAVIA",
de Andrés Diaz Garcia, Martha Isabel Gémez Alvarez,
Ginna Milena Quiroga Cubides, Erika Paola Grijalba
Bernal, Maria Margarita Ramirez Goémez, Mauricio
Camelo Rusinque y Ruth Bonilla Buitrago, compila

cuatro casos de estudio ejecutados en AGROSAVIA que
demuestran y dan valor a los conceptos, estrategias y
herramientas presentadas en los capitulos previos. Todo
este conocimiento fue aplicado al desarrollo tecnoldgico
del bioproducto fijador de nitrégeno Monibac, desde la
escala de laboratorio hasta la escala de planta piloto, y
al andlisis de sistemas de entrega o formulaciones tanto
liquidas como sélidas para Bradyrhizobium japonicum.

Como se puede apreciar, este libro ofrece un conocimiento
sistematico y analitico sobre los beneficios del uso de
las bacterias promotoras del crecimiento vegetal en los
sistemas de agricultura sostenible, debido a que permiten
reducir la no muy amigable fertilizacién de sintesis quimica.
Su contenido, estoy seguro, sera un referente para todos los
productores y profesionales vinculados a la agricultura en
el pais. Por ultimo, quisiera destacar el caracter colectivo
de la publicacién, pues resalta el trabajo en equipo y la
interdisciplinariedad presente en nuestra corporacion.

Jorge Mario Diaz Luengas

Director ejecutivo

Corporacién Colombiana de Investigacién Agropecuaria
(AGROSAVIA)
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El aumento en la
demanda de alimentos
por parte de la creciente
poblacion mundial traza
el mayor desafio para la
agricultura en las proximas
décadas: incrementar la
produccion de alimentos
en la misma drea agricola,
por lo que el suelo, como
recurso finito, adquiere

un papel relevante.

Introduccién

Los suelos saludables y productivos son fundamentales para lograr el
desarrollo de una agricultura sostenible, por lo que permiten sustentar
nuestros sistemas alimentarios, filtrar y regular el flujo de agua dulce,
almacenar vastas cantidades de carbono y sostener a millones de
organismos. Sin embargo, lamentablemente, los suelos del mundo estan
cada vez mds presionados por la mala gestion en el uso de la tierra 'y por el
cambioclimatico,entre otros factores. Eneste contexto,laadecuadanutricién
de las plantas y la manutencidn de la salud del suelo son esenciales para la
produccion de cultivos y alimentos saludables que permitan satisfacer las
necesidades de toda la poblacion mundial futura.

Las actuales estrategias de manejo de suelos dependen principalmente
de fertilizantes inorganicos de sintesis quimica, que, cuando son utilizados
inapropiadamente, causan una seria amenaza para la salud humana
y ambiental, ademdas de que son, en la mayoria de los casos, recursos
finitos. Contrariamente a esto, los biofertilizantes han sido identificados
como una alternativa biotecnoldgica para aumentar la fertilidad del suelo
y la produccién de cultivos en la agricultura sostenible. La utilizacién de
microorganismos benéficos como biofertilizantes ha adquirido actualmente
una importancia capital en el sector agricola, debido a su papel potencial en
la seguridad alimentaria y la produccidon sostenible de los cultivos (Itelima
et al., 2018).

Un biofertilizante es una sustancia o producto que contiene microorganismos
vivos y que, al ser aplicado al suelo, las semillas o las raices de las plantas,
coloniza la rizésfera y promueve el crecimiento vegetal a través del
incremento de la provisidn o disponibilidad de nutrientes para la planta
(Vessey, 2003). Basicamente, un biofertilizante es un producto que contiene
cepas seleccionadas de microorganismos benéficos del suelo o de la
planta, cultivadas artificialmente en laboratorio y formuladas en soportes
adecuados que mejoran la fertilidad del suelo y la productividad de los
cultivos (Mazid & Khan, 2015). En un sentido amplio, dicho término puede
abarcar todos los recursos orgdnicos que se utilicen de diferentes fuentes
y formas para el crecimiento de las plantas, al estar disponibles para estas
(Khosro & Yousef, 2012).

Distintos microorganismos benéficos han sido utilizados como biofertilizantes
desde hace mucho tiempo. El conocimiento de la aplicacién de indéculo
microbiano data de mucho tiempo atrds y pasa de generacion en generacién
entre los agricultores. Comenzd con el cultivo a pequena escala con la aplicacién
de compost, lo que demostréd su capacidad de actuar como biofertilizante
(Khosro & Yousef, 2012). Este efecto se reconoce cuando los microorganismos
aceleran la descomposicidon de los residuos organicos y los subproductos

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

m Tabla 1.1. Clasificacién de algunos biofertilizantes

Fuente: Elaboracién propia con base en Itelima et al. (2018)

n Biofertilizantes fijadores de nitrégeno
Microorganismos: Rhizobium spp., Azospirillum
spp., Herbaspirillum spp.y Azotobacter spp.
Actividad/efecto: Fijan el N, del aire y lo convierten
en formas orgdnicas disponibles para las plantas.

H Biofertilizantes solubilizadores de fosfatos
Microorganismos: Bacillus spp., Pseudomonas spp.
y Herbaspirillum spp.
Actividad/efecto: Solubilizan y mineralizan

formas insolubles de P en el suelo.

B Biofertilizantes movilizadores de fésforo
Microorganismos: Micorrizas
Actividad/efecto: Captan fosfatos de las capas
del suelo y movilizan P insoluble en el suelo al

que se aplican.

n Biofertilizantes promotores del crecimiento
de las plantas

Microorganismos: Pseudomonas spp., Azospirillum
spp. y Herbaspirillum spp.

Actividad/efecto: Producen hormonas y
metabolitos que favorecen el crecimiento de la raiz,
lo que aumenta la captacién de agua y

nutrientes del suelo.

H Biofertilizantes solubilizadores de potasio
Microorganismos: Bacillus spp. y Aspergillus niger
Actividad/efecto: Solubilizan silicatos y producen,
asi, dcidos orgdnicos, lo que deja disponible el K

para las plantas.

n Biofertilizantes movilizadores de potasio
Microorganismos: Bacillus spp.
Actividad/efecto: Movilizan formas inaccesibles

de potasio (silicatos) en el suelo.

Biofertilizantes oxidantes de azufre
Microorganismos: Thiobacillus spp.
Actividad/efecto: Oxidan el S a sulfatos que son

utilizables por parte de las plantas.

agricolas a través de diversos procesos que dan como
resultado productos saludables (Sanchez et al,, 2017). La
historia comercial de los biofertilizantes comenzé con el
lanzamiento de Nitragin por Nobbe y Hilther en 1895. A
esto le siguio el descubrimiento del género Azotobacter, de
las algas verdeazuladas y de otros microorganismos que
se estan utilizando hasta la fecha como biofertilizantes
(Itelima et al, 2018). Muchas veces, el término
biofertilizante se confunde con el de fertilizante organico;
sin embargo, técnicamente, hay una gran diferencia entre
ellos. Deshwal y Chaubey (2014) sefalan, por un lado,
que los biofertilizantes son inoculantes microbianos
que consisten en células vivas de microorganismos

como bacterias, algas y hongos —solos o combinados—
que pueden ayudar a aumentar la productividad de los
cultivos. En dichos casos, las actividades bioldgicas
son notablemente mejoradas por las interacciones
microbianas que se establecen en la rizésfera de las
plantas. Por el otro lado, los fertilizantes orgénicos
son los que se obtienen de fuentes animales, como
el estiércol animal, o vegetales, como los residuos
verdes.

La tabla 1.1 muestra la clasificaciéon de algunos
biofertilizantes, con ejemplos de microorganismos que
los incluyen, y la actividad/efecto que proporcionan.
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Sabemos que las practicas agricolas son determinantes del nivel de
produccién de alimentos y, principalmente, las responsables del estado
de nuestro medio ambiente (Tilman et al., 2002). Por lo tanto, el escenario
mundial actual exige no solo que la productividad de los cultivos sea
aumentada para cubrir las necesidades de la creciente poblacién, sino
también que sea realizada de manera sostenible, de modo que prometa
una mayor seguridad social, econémica y ambiental. Para lograr tales
objetivos, los investigadores deben esforzarse en identificar estrategias
innovadoras para la productividad sostenible de los cultivos y en generar
una mayor eficiencia de los insumos, ademas de asegurar la proteccién
de los recursos naturales remanentes y de los agroecosistemas (Germer
et al,, 2011). No debemos olvidar que la sostenibilidad se basa en el
hecho de que los recursos no deben utilizarse a velocidades superiores
a la capacidad de la Tierra para sustituirlos (Godfray et al., 2010).
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Este capitulo —asi como los
subsiguientes— tiene como
objetivo revisar el papel
actual de los biofertilizantes
en la agricultura sostenible,
para, asi, satisfacer las
necesidades cognitivas

de los productores y de los
profesionales vinculados

a la agricultura.

Fertilizantes de sintesis
quimica vs. biofertilizantes

Los fertilizantes inorganicos de sintesis quimica son
utilizados en todo el mundo porque son facilmente
asequibles y tienen la ventaja de una rapida accién debido
a su inmediata liberacién de nutrientes. Sin embargo, se
ha investigado sobre las desventajas de tales fertilizantes
y se ha revelado que estas no pueden pasarse por alto.
La mayoria de los problemas asociados a los cultivos
cosechadosy parte de lacontaminacién de nuestro entorno
natural se producen como resultado delusoinapropiado de
fertilizantes inorganicos (Ge et al., 2018). Los estudios han
demostrado que la aplicacién de fertilizantes nitrogenados
en algunas condiciones climaticas provoca la emision de
oxido nitroso, que tiene un efecto de calentamiento global
potencial 296 veces mayor que el de una masa igual de
dioxido de carbono (Gruber & Galloway, 2008). Por otro
lado, Zhang et al. (2016) observaron que en los ultimos
110 afos las emisiones globales de metano del cultivo de
arroz aumentaron un 85%. La expansion de los campos
de arroz fue el factor dominante para las tendencias
crecientes en las emisiones de metano, seguido de una
concentracion elevada de diéxido de carbono y el uso de
fertilizantes nitrogenados. Estos hallazgos han impulsado
la necesidad de proporcionar un fertilizante respetuoso
con el medio ambiente, conocido como biofertilizante.

La demanda mundial de fertilizantes ha aumentado
mucho en las ultimas décadas. Segun el Banco Mundial,
la demanda de fertilizantes de sintesis quimica en
Colombia se estima en 659 kg ha' afio™". La mayoria de
los fertilizantes utilizados en Colombia son importados
(figura 1.1), y debido al alto costo de importacién y a
la volatilidad del délar estadounidense, el rubro de
fertilizacién se vuelve muy costoso, lo que impide
qgue los agricultores con pocos recursos econémicos
puedan acceder a ellos (“Colombia - Consumo de
fertilizantes”, 2017).

Aparte de su alto costo, cuando se aplican de manera
incorrecta, excesiva o inoportuna, los fertilizantes
inorganicos de sintesis quimicatienen efectos negativos.
Se conoce que la aplicacién excesiva de fertilizantes
conduce a dafios por acumulacién de sales, y en la

mayoria de los casos esto lleva a la muerte de plantas
jovenes (Almeida Machado & Serralheiro, 2017). Debido
a que una gran mayoria de los fertilizantes de sintesis
no son biodegradables, su uso a largo plazo produce la
acumulacion de sustancias nocivas y la acidificacion/
salinizacion del suelo, lo que provoca una disminucién
de la fertilidad quimicay bioldgica de este (Taylor, 1997).
Debido a su alta solubilidad en el agua, muchos de estos
fertilizantes podrian ser lixiviados profundamente
en el suelo (donde las raices de las plantas no los
pueden alcanzar) y en el agua subterranea, lo que
causa contaminacion (Almeida Machado & Serralheiro,
2017). Sin embargo, gran parte de estos problemas
puede evitarse con el uso de fertilizantes que respeten
el ambiente donde son aplicados; tal es el caso de los
biofertilizantes.

Los biofertilizantes son amigables con el medio ambiente,
y el riesgo de contaminacién es muy bajo, a diferencia de
los fertilizantes de sintesis, que a menudo se trasladan
hacia cuerpos de agua a los que les pueden ocasionar
eutrofizacion y en los humanos causan el “sindrome del
bebé azul” (metahemoglobinemia adquirida) cuando el
nivel de nitrato esta por encima de 10 mg L' (Knobeloch et
al.,2000). Ademas, se haencontrado que los biofertilizantes
ayudan a controlar enfermedades de las plantas, como la
podredumbre de la raiz, causada por Pythium; la pudricién
de la raiz, causada por Rhizoctonia; el marchitamiento
por frio, y nematodos parasitos (Mahimaraja et al.,
2008). El control de enfermedades con biofertilizantes
se ha atribuido a distintos posibles mecanismos, como
la competencia exitosa por nutrientes, la produccién de
antibidticos, la depredacién exitosa de patdégenos y la
activacion de genes resistentes a enfermedades (Liu et
al.,, 2017). Sin embargo, también existe la posibilidad de
utilizar conjuntamente fertilizantes de sintesis quimica y
biofertilizantes, pues, aplicados correctamente, podrian
provocar un aumento en la produccion agricola y mejorar
la calidad microbioldgica del suelo, debido a que asi se
pueden reducir las dosis de fertilizantes sintesis y mejorar
su aprovechamiento por efecto de la actividad microbiana
de los biofertilizantes.

Capitulo 1. Los biofertilizantes y su relacion con la sostenibilidad agricola
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® Figura 1.1. Origen de los fertilizantes nitrogenados y fosfatados

consumidos en Colombia, 2013-2017.

Fuente: Faostat: http://www.fao.org/faostat/en/#home
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Larizosfera: zona
de interacciones

Dentrodelos ecosistemasterrestres,unagran proporcién
de diversos organismos se encuentran en forma
subterranea; alli desempenan distintos y numerosos
papeles en los servicios que brindan a los ecosistemas
(Uzoh &Babalola, 2018).Se sabe que los microorganismos
son importantes impulsores en el funcionamiento del
ecosistema y de su sostenibilidad, teniendo en cuenta
que la diversidad de ellos es extremadamente grande
y que sus funciones también son diversas (Dighton,
2014). La actual demanda de un rendimiento sostenible
y mayor de los cultivos ha revitalizado el estudio de los
microorganismos que habitan en el suelo.

La rizdsfera, definida por primera vez hace mas de un
siglo por Lorentz Hiltner (1904) y redefinida por Philippot
et al. (2013), es la zona angosta del suelo que rodea y
estd influenciada por las raices de las plantas; esta zona
alberga una abrumadora cantidad de microorganismos e
invertebrados y se considera una de las interfaces mas
dindmicas de la Tierra. Hay tres zonas distintas en la
rizosfera: la endorrizdsfera (region del tejido cortical de
la raiz), el rizoplano (que abarca la epidermis de la raiz
y el mucilago asociado) y la ectorrizésfera (el suelo mas
cercanoalaraiz).Enesteambiente, lasinteraccionesentre
las raices de las plantas, el suelo y los microorganismos
alteran significativamente las propiedades fisicas vy
qguimicas del suelo, lo que a su vez altera la poblacion
microbiana en la rizésfera (Nihorimbere et al., 2011).
Adicionalmente, los exudados de las raices de las
plantas median las interacciones entre estas raices y las
comunidades microbianas en la rizésfera (Chaparro et
al,, 2013). Las raices de las plantas liberan del 20 al 40%
del carbono fijado fotosintéticamente como azlcares
solubles, aminodcidos o metabolitos secundarios
(Grayston et al., 1996), y estos son utilizados por las
comunidades microbianas en la rizdsfera.

Los exudados de raiz se han agrupado en dos clases:
compuestos de bajo peso molecular, como aminoacidos,
acidos organicos, azucares, compuestos fendlicos vy
otros metabolitos secundarios, y compuestos de alto
peso molecular, como polisacaridos y proteinas (Badri &

Vivanco, 2009). La composicion cualitativa y cuantitativa
de los exudados radiculares estd determinada por el
cultivar, la especie de la planta, su etapa de desarrollo y
diversos factores ambientales, incluidos el tipo de suelo,
el pH, la temperatura y la presencia de microorganismos
(Badri & Vivanco, 2009). Estas diferencias generan en la
rizosfera comunidades microbianas que tienen un cierto
grado de especificidad para cada especie de planta.

Elsuelotambiéninfluye en la plantay en la supervivencia
microbiana. Ademas, los microorganismos determinan
la fertilidad del suelo, por lo que influyen en el
rendimiento de la planta. Segin Chaparro et al. (2014),
ahora se sabe que la planta modifica el microbioma en
el entorno inmediato del suelo, asi como la abundancia
microbiana en la rizésfera; por lo tanto, las especies
de plantas soportan una poblacién microbiana unica
(Bais et al., 2006). El microbioma resultante es, pues,
un producto de las diferencias en el tipo de exudados
radiculares (Rasmann & Turlings, 2016) y de las tasas
de captacién de nutrientes por parte de las plantas
(Bell et al., 2015). De lo anterior se desprende que todos
los aspectos de las practicas agricolas requieren una
mejor comprension de los procesos de la rizdsfera que
facilitan el crecimiento de las plantas y la supresion
de enfermedades. Asi, estudiar la relacién intrincada
entre cultivos, suelos y microbios en la rizésfera es
fundamental y necesario para mantener sistemas de
produccidn saludables y de alto rendimiento.

En el pasado, el fitomejoramiento y los estudios
microbianos se llevaban a cabo como entidades
separadas, pero en los ultimos tiempos la estrecha
asociacién de plantas y microorganismos se considera
un nicho ecolégico unificado conocido como holobionte
(Vandenkoornhuyse et al., 2015). Las variaciones en
los rasgos genéticos y fenotipicos de las plantas que
sostienen el microbioma y que son beneficiosos para
estas ofrecen una ventaja de aptitud fisica, por lo que
la capacidad de la planta para mantener el microbioma
beneficioso es un rasgo que debe seleccionarse en
el fitomejoramiento (Uzoh & Babalola, 2018). Los
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beneficios derivados del microbioma deben reemplazar al carbono y la
energia que se obtienen de la planta. Se cree que el holobionte pudo haber
sido la unidad seleccionada para guiar la evolucién hacia los rasgos de
las plantas que apoyaban el microbioma favorable, lo que constituye una
nueva area de investigacion, dado que el estudio holistico y mecanicista
de las interacciones es muy pertinente. Asi, se debe estudiar y disenar
toda la comunidad microbiana involucrada en la mejora del crecimiento
y el desarrollo de un genotipo de planta especifico, en un ambiente
especifico, bajo ciertas condiciones de manejo, para lograr un aumento de
rendimiento maximo sostenible (Uzoh & Babalola, 2018). De esta manera,
la produccién de un biofertilizante ya no deberia considerar una cepa de
un microorganismo beneficioso, sino un consorcio de agentes bioldgicos
especificos para cada uno o para grupos de genotipos de plantas bajo
ciertas condiciones ambientales. La nueva area de investigacién debe ser
la produccién de indculo microbiano especifica en el sitio y debe abordar
los problemas especificos del suelo, que podrian incluir deficiencias y
fijaciones de nutrientes, peligros y adaptaciones ambientales y resistencia
a patdgenos. Dicho consorcio microbiano deberia ser adaptable para
coexistir dentro de la rizdsfera (Uzoh & Babalola, 2018).

Segun Huang et al. (2014), en lugar de identificar qué microbios estan
presentes en la rizésfera, se deberia identificar lo que estan haciendo, pues
esto proporcionaria mas informacién sobre estas interacciones complejas.
Mdas aun, la identificacion de los compuestos presentes en los exudados
de la raiz, que influyen en la estructura y la funcién de la comunidad
microbiana del suelo, ayudaria a construir estrategias novedosas para
mejorar el rendimiento de las plantas y para aumentar el rendimiento y la
sostenibilidad de los cultivos.

Existe una gran cantidad de bibliografia que demuestra que lasinteracciones
rizosféricas en el nivel uno a uno (planta-microbio) estdn mediadas directa
o indirectamente por los exudados de la raiz (Uzoh & Babalola, 2018). Sin
embargo, los desarrollos recientes en la tecnologia de secuenciacién de
nueva generacién les han permitido a los investigadores estudiar estas
interacciones a nivel comunitario (Huang et al., 2014). Estos estudios se
han centrado principalmente en identificar qué tipos de microbios estan
presentes en los diferentes ambientes.

Asimismo, se requieren estudios para analizar estas interacciones
en el nivel funcional, para identificar las senales involucradas en las
interacciones entre especies. La mayoria de los estudios analizan
cémo los exudados de las raices de las plantas atraen y regulan estas
interacciones microbianas, pero se carece de conocimientos sobre cémo
los microbios especificos modulan estas interacciones, especialmente a
nivel comunitario, y sobre cémo las comunidades microbianas asociadas
a las raices influyen en la exudacion de las raices de las plantas (Huang
et al., 2014).
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Se necesita mds
investigacion para
identificar los factores
microbianos que inﬂuyen en
el proceso de exudacion de la
raiz del huésped, lo que, sin
duda, ayudard a desarrollar
estrategias mediadas por

los microorganismos para
manipular la exudacion

de la raiz de la planta y,

a su vez, las comunidades
microbianas en la rizdsfera.

Microorganismos utilizados
como biofertilizantes

El desarrollo de los biofertilizantes es una historia de
éxito de la microbiologia del suelo en su busqueda por
proporcionarles una fuente sostenible y efectiva de
nutrientes a las plantas, particularmente con respecto a
la fijacion bioldgica de nitrégeno. Los microorganismos
mas antiguamente utilizados como biofertilizantes
son los llamados rizobios, conocidos como diazétrofos
por su capacidad de fijar nitrégeno atmosférico. Este
grupo de bacterias es capaz de colonizar la rizésfera
y de establecer nédulos en las raices de las plantas
hospederas, principalmente de especies de la familia
Fabaceae. La simbiosis fabaceas-rizobio por medio del
proceso de fijacidn bioldgica de nitrégeno puede llegar
a suplir hasta el 100% de la demanda de N en algunas
especies vegetales (Hungria et al,, 2017). Otro grupo
de bacterias diazotréficas ampliamente usadas como
principio activo en biofertilizantes son las pertenecientes
al género Azospirillum, que establecen relaciones
menos directas con la planta huésped, pues consiguen
reemplazar hasta el 50 % de la fertilizacién nitrogenada
en algunos cultivos.

La gran mayoria de los primeros biofertilizantes
comercializados contenian solo una cepa microbiana,
seleccionada en ensayos in vitro, la cual generalmente
permitia los mejores resultados de inoculacién en
un cultivo en particular. Actualmente, cada vez se
populariza mas el desarrollo de biofertilizantes con
diferentes cepas o inoculantes mixtos; su enfoque
se basa en promover el crecimiento de las plantas
mediante la combinacién de distintos mecanismos de
diferentes microorganismos. Los biofertilizantes con
mas de una cepa han mostrado excelentes resultados y

tienen el potencial de utilizarse cada vez mds por parte
de los agricultores (Sanches Santos et al., 2019).

Los microorganismos mencionados anteriormente,
entre otras bacterias diazotréficas y no diazotrdéficas,
se denominan bacterias promotoras del crecimiento de
las plantas (PGPB, por sus siglas en inglés: plant growth
promoting bacteria) o rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés: plant
growth promoting rhizobacteria), debido a su capacidad de
ejercer efectos benéficos sobre eldesarrollo de diferentes
especies vegetales, ya sea por medio de mecanismos
directos oindirectos (Glick, 2012). Estos microorganismos
pueden optimizar el ciclaje de nutrientes en el suelo, con
lo cual aumenta su disponibilidad y mejora la nutricién
de las plantas; con este enfoque es posible reducir la
fertilizacion mineral de sintesis (Adesemoye & Kloepper,
2009). Dependiendo del estado fisioldgico del cultivo,
los biofertilizantes pueden inducir el crecimiento de la
planta por medio de mecanismos como la produccién
de fitohormonas (auxinas, acido abscisico, citocininas,
etileno y giberelinas), la solubilizacién de fosfatos, la
produccion de sideréforos y la induccién de la resistencia
sistémica intrinseca de la planta al estrés biético, entre
otros (Malusa & Vassilev, 2014; Saad et al., 2020). Otros
tipos de microorganismos son cada vez mas demandados
debido a su uso en la agricultura para el control bioldgico
de plagas y enfermedades (Berg et al., 2017); no obstante,
este libro abordara los biofertilizantes que promueven el
crecimiento de las plantas. Todos seran denominados
microorganismos pers, con diferentes mecanismos de
accion, y los contenidos estaran basados en nuestras
experiencias sobre este topico.
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Ventajas y limitaciones de
los biofertilizantes

Los biofertilizantes desempefan un papel importante en
la mejora de la fertilidad del suelo. Ademas, la aplicacién
al suelo mejora su estructura y elimina el uso exclusivo
de fertilizantes de sintesis quimica. En el trabajo de
revisién realizado por Bhattacharjee y Dey (2014) se
indica que, bajo condiciones de tierra baja, la aplicacién
de algas verdeazuladas mas Azospirillum demostro
ser significativamente beneficiosa para mejorar el
rendimiento de grano de arroz. Asimismo, la aplicacién
de biofertilizantes a base de Azotobacter, Rhizobium o
micorrizas arbusculares produjo el mayor aumento
en la produccién de paja y grano en plantas de trigo
tratadas con roca fosférica como fertilizante fosfatado.
El estudio también senala que la produccién y aplicacién
del alga Azolla, ademas de ser econdmica y ecoldgica,
proporciona beneficios en términos de enriquecimiento
de carbono y nitrégeno del suelo. Respecto al nitrégeno,
los autores observan que los distintos géneros y especies
bacterianas que fijan nitrégeno simbidticamente podrian

Secrecién de hormonas de crecimiento
de las plantas.

Proteccion de las plantas contra el
ataque de patdgenos.

Mejora de la fertilidad del suelo.

&% Posible uso sin necesidad de
habilidades especiales.

No obstante los numerosos beneficios de |la
incorporacién de los biofertilizantes en los sistemas
agricolas, se han informado ciertos obstaculos en el
uso de estos bioinsumos, lo que reduce su aceptacion
entre los agricultores. La variabilidad de los resultados
experimentada en el campo puede deberse a relaciones
inespecificas entre el huésped y el inoculante, a las

cubrir entre el 80 y el 90% de la demanda de este
nutriente en plantas de soya.

El control bioldgico, un enfoque moderno en el manejo
de enfermedades, es un papel importante que también
pueden desempenar los fertilizantes bioldgicos en la
agricultura. Asi, por ejemplo, se ha encontrado que
los biofungicidas basados en Trichoderma prometen
controlar la podredumbre de la raiz de frijol mungo
(Bhattacharjee & Dey, 2014). Igualmente, también se ha
observado un aumento significativo en los pardmetros
de crecimiento, rendimiento y calidad de ciertas plantas
tratadas con biofertilizantes que contienen bacterias
fijadoras de nitrégeno y bacterias solubilizadoras de
fosfatos y potasio (Khosro & Yousef, 2012).

Entre las ventajas que ofrecen los biofertilizantes debido
a los microorganismos benéficos que contienen, se
destacan las siguientes:

< Reduccién o eliminacion del uso de
fertilizantes quimicos.

Rentabilidad en comparacién con los
fertilizantes sintéticos, pues son més
econdmicos.

Restauracion del ciclo natural de
nutrientes del suelo y generacién de
materia organica en el suelo.

Proteccidn contra la sequia.

diferentes condiciones fisicas y quimicas edaficas, a la
poca capacidad competitiva del biofertilizante contra
las cepas nativas y a deficiencias en la obtencién
de una adecuada formulacion (Lucy et al., 2004).
También se senala que la limitacidn mas importante
de los biofertilizantes es su contenido de nutrientes, en
comparaciéon con los fertilizantes inorganicos, lo que
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podria dar lugar a sintomas de deficiencia nutricional
en las plantas. No obstante, este problema puede ser
reducido mediante la adicion de desechos ricos en
nutrientes, como harina de huesos (rica en fésforo), ceniza
de madera, residuos de palma (ricos en potasio) u otras
sustancias de origen natural, como compost con roca
fosforica, para enriquecer el fertilizante (Masuco Lopes
et al., 2021). Mahimaraja et al. (2008) observaron que la
adicion de fosforo a los desechos vegetales hace que el
biofertilizante sea mas equilibrado y que disminuyan las
pérdidas de nitrégeno. Adicionalmente, y considerando
que los biofertilizantes poseen muchos aspectos
positivos, su uso a veces no puede llevar a los resultados
positivos esperados, posiblemente debido a su exposicién
a altas temperaturas o a condiciones hostiles antes del
uso. El biofertilizante debe almacenarse a temperatura
ambiente o en condiciones de almacenamiento en frio,
alejado del calor o la luz solar directa. Otros factores que
pueden limitar las propiedades de los biofertilizantes
son el medio ambiente, los recursos humanos, el
desconocimiento y la falta de disponibilidad tanto de
cepas como de portadores adecuados, entre otros

(Bhattacharjee & Dey, 2014). La vida util corta, la falta de
material portador adecuado, la susceptibilidad a altas
temperaturas, el transporte y el almacenamiento son
cuellos de botella para los biofertilizantes que alin deben
resolverse para obtener una inoculacién efectiva. En la
tabla 1.2 se presentan algunas de las limitaciones para
el uso de los biofertilizantes, con sus correspondientes
observaciones.

La ecologia microbiana del suelo aparece como un
complejo y mayormente desconocido escenario
donde tienen lugar todas estas interacciones entre los
microorganismos y las plantas. Por lo tanto, el estudio de
la ecologia microbiana del suelo y de su dindmica sin duda
mejorard el desarrollo de nuevas y mejores tecnologias
de biofertilizantes para el futuro de la agricultura. Debido
a que las mismas funciones o mecanismos de promocién
del crecimiento de las plantas pueden ser realizados por
muchos microorganismos diferentes, es de esperar que
esta redundancia funcional en la diversidad microbiana
del suelo pueda ser manejada a favor del desarrollo
vegetal (Wall, 2015).

® Tabla 1.2. Limitaciones para el uso de biofertilizantes
Fuente: Elaboracién propia con base en Bhattacharjee y Dey (2014)

Falta de disponibilidad

de cepas adecuadas

Observaciones: Es una de las principales
limitaciones en la produccién de
biofertilizantes. Las cepas seleccionadas deben
ser capaces de sobrevivir en el portador del
inéculo, colonizar rapidamente al hospedero y
competir exitosamente con los factores bidticos
y abidticos del ambiente.

n Falta de disponibilidad de un

portador adecuado

Observaciones: Si no se dispone del portador
adecuado, es dificil mantener la vida til del
biofertilizante.

B Falta de conocimiento de los agricultores
Observaciones: No todos los agricultores
conocen los biofertilizantes y su utilidad
para aumentar el rendimiento de los cultivos.
Ademis, no todos son conscientes de los dafios
que causa la aplicacién continua e inapropiada
de fertilizantes inorgdnicos en el ecosistema.

n Recursos humanos inadecuados y
personal inexperto
Observaciones: En muchas ocasiones, los
agricultores no calificados y el personal
inexperto no reciben instrucciones adecuadas
sobre la aplicacién de los biofertilizantes.

H Restricciones ambientales
Observaciones: El uso de los biofertilizantes es
afectado por las caracteristicas del suelo, como
salinidad, acidez, sequia, etc.

Capitulo 1. Los biofertilizantes y su relacion con la sostenibilidad agricola
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Los microorganismos del
dominio Bacteria son
seres vivos cosmopolitas y
pueden vivir de manera
libre o asociados a otros
organismos. Debido a

su importancia en los
procesos biogeoguimicos,
estos representan una
pieza esencial de la vida
en nuestro planeta.

Introduccion

Las bacterias son extremadamente versdtiles metabdlicamente, pues
pueden tomar diversas fuentes de carbono para su multiplicacion,
respirar anaerdbicamente y usar multiples donadores orgdnicos e
inorgdnicos de electrones, entre otras capacidades. También son capaces
de interactuar con especies mayores, como hongos, animales o plantas,
y estas interacciones pueden ser positivas, neutras o negativas. En el
caso especifico de la interaccidn planta-bacteria, mucha investigacion
se ha dedicado al estudio de la interacciéon negativa o al estudio de
fitopatégenos o microorganismos que causan enfermedades en las
plantas, y hoy muchos de los mecanismos moleculares asociados son
conocidos en detalle. No obstante, muchos otros microorganismos
ejercen un efecto positivo en esta interaccidn, ya sea mediante accién
directa sobre la planta, incrementando la disponibilidad de nutrientes en
el suelo, por ejemplo, o de manera indirecta, previniendo la proliferacion
de ciertos fitopatégenos (Heredia-Acuia et al., 2018). Un andlisis de este
Gltimo grupo de microorganismos (los que influyen positivamente en el
crecimiento de las plantas) es el objetivo de este capitulo.

Las bacterias que ejercen un efecto positivo sobre el crecimiento o
desarrollo de las plantas se conocen de manera global como bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB, por sus siglas en ingles). El efecto
positivo de estas bacterias se ha otorgado tradicionalmente a su capacidad
para incrementar la disponibilidad de nutrientes (nitrégeno y fésforo) y
para sintetizar hormonas vegetales (acido indolacético, giberelinas, etc.)
(Compant et al., 2010; Glick, 2012). No obstante, en afios recientes, el papel
clave de estos microorganismos en la prevencion y el alivio de condiciones
de estrés como sequia, salinidad sddica o presencia de metales pesados
sugiere que mdas mecanismos estan en juego.

Como se discutird en breve, de forma general, las PGPB no se encuentran
agrupadas filogenéticamente. No existe un filo o una clase de bacterias
con cualidades de PGPB, salvo una excepcion: los rizobios. No obstante, si
existen algunas especies de las cuales multiples cepas se han asociado
con un efecto positivo sobre el crecimiento vegetal. Algunas de estas
especies que contienen miembros con cualidades de PGPB son Azospirillum
brasilense, Azotobacter chroococcum y Pseudomonas fluorescens, las
cuales, con diversos mecanismos, pueden afectar el crecimiento vegetal. P
fluorescens representa un caso particular, dado que algunas cepas de esta
especie también pueden ser patégenas de plantas (Dominguez-Nufez et al.,
2014; Santoyo et al., 2016; Tsavkelova et al., 2006).

Debido a la importancia de este grupo de microorganismos en la ecologia
del suelo y en la promociéon de cultivos de importancia econémica y
social, muchos esfuerzos estdn siendo realizados para la seleccion de
organismos con potencial agricola. La disminuciéon en la aplicacion de
agroguimicos mediante el uso de estas tecnologias limpias puede contribuir
significativamente al manejo responsable de los cultivos desde el punto de
vista del calentamiento global y de la explosidon demogréfica. Adicionalmente,

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

el advenimiento de nuevas tecnologias en biologia
molecular abre la puerta a la generacion de organismos
modificados genéticamente, los cuales pueden presentar
mayor potencial como insumo agricola (Erturk et al.,
2010; Ferreira et al., 2019). El uso de herramientas
de biologia molecular, no obstante, requiere un
conocimiento profundo de los mecanismos moleculares
asociados y de la ecologia de los organismos en el
suelo (Afzal et al., 2019). Por ejemplo, el descubrimiento
de genes especificos asociados a la solubilizacién de
fosfato podria permitir la generacion de organismos que

promuevan el crecimiento de las plantas en suelos con
baja disponibilidad de fésforo. Adicionalmente, un mayor
conocimiento de la composicién y de las interacciones
del microbioma de la planta puede permitir la generacion
de cocteles de microorganismos que impacten en mayor
medida el crecimiento de las plantas en comparacién
con el uso tradicional de especies individuales (Fadiji &
Babalola, 2020). Los avances tecnoldgicos en biologia
molecular de los organismos y en el entendimiento de la
ecologia de la rizésfera prometen un cambio rentable y
limpio en las técnicas de manejo de los cultivos.

Capitulo 2. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal: filogenia, microbioma y perspectivas
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Definicion:
bacterias
promotoras del
crecimiento
vegetal (PGPB)

Las pGPB se refieren a las bacterias de vida libre en el
sueloy alas que colonizan larizésfera o el tejido de las
plantas (PGPR: véase el capitulo 1); estas bacterias, al
ser usadas como inoculante biolégico, tienen un efecto
positivo y medible sobre las plantas. Este efecto puede
serdirecto, através delincremento en la disponibilidad
de nutrientes o através de la sintesis de moléculas que
influencian benéficamente el desarrollo de la planta, o
indirecto, mediante amensalismo o competencia con
organismos potencialmente patégenos o mediante la
prevencion de estreses abidticos (Rojas-Tapias et al.,
2012).Eluso de PGPB en la agricultura sostenible se ha
vuelto mas importante en las Gltimas décadas, debido
a sus efectos benéficos sobre el suelo y sobre la
productividad de los cultivos, asi como por su impacto
en la reduccién del uso de fertilizantes quimicos,
para cuya produccidén se emplean vastas cantidades
de combustibles fésiles (Ramakrishna et al., 2019),
por lo que la reduccién en su uso esta alineada con
las politicas de conservacién del medio ambiente y la
desaceleracién del cambio climatico.

Dentro de ladiversidad filogenética de microorganismos
pertenecientes al grupo de las PGPB, los principales
miembros estan asociados a los filos Firmicutes y
Proteobacteria (Chen et al.,, 2010; Dong et al., 2008;
Rojas-Tapias et al., 2012). En el filo Firmicutes, por
ejemplo, el género Bacillus cuenta con algunas especies
con actividad promotora del crecimiento vegetal. En el
filo Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, los

géneros Pseudomonas, Acinetobacter, Serratia, Pantoea,
Psychrobacter, Enterobacter y Rahnella han mostrado
tener potencial, al igual que los géneros Burkholderia 'y
Achromobacter, de la clase Betaproteobacteria (Batista
et al., 2018).

Estos géneros bacterianos han sido ampliamente
reportados en la literatura cientifica, ya que poseen
diferentes actividades asociadas al desarrollo y
crecimiento de distintas especies vegetales. Algunos
de los mecanismos conocidos por los cuales
las PGPB podrian ser benéficas para las plantas
incluyen estrategias directas e indirectas; entre
las primeras, encontramos: 1) fijacion bioldgica de
nitrégeno: proceso en el cual las bacterias reducen el
nitrogeno atmosférico a amoniaco para su posterior
asimilacion por parte de las plantas; 2) solubilizacion
y mineralizacién de fdésforo: las bacterias pueden
mineralizar fdésforo orgdnico o solubilizar sales
insolubles de fosfato, y el fosfato liberado puede ser
facilmente asimilado por las plantas; 3) produccién de
sustancias estimuladoras: algunas bacterias pueden
sintetizar moléculas que se asemejan a hormonas
vegetales, las cuales pueden modular procesos de
desarrollo en la planta, y algunos ejemplos incluyen
acido abscisico, acido giberélico o acido indolacético;
4) modulacion de hormonas vegetales: mediante
la accion de la enzima Acc (1-aminociclopropano-
1-carboxilato) desaminasa, las bacterias pueden
disminuir los niveles de etileno y, por tanto, permitir
un mayor crecimiento de la planta. Con respecto a las
estrategias indirectas para estimular el crecimiento de
las plantas, se encuentran las siguientes: 1) produccidn
de sideroforos: estos compuestos se unen al hierro con
alta afinidad, por lo que pueden ser empleados para
aumentar la disponibilidad de hierro o para reducir el
crecimiento de organismos patdgenos; 2) produccion
de enzimas hidroliticas y antibidticos: esta estrategia
les permite a las bacterias prevenir o contrarrestar la
actividad y efecto de organismos patdgenos mediante
la inhibicion de su crecimiento; 3) produccién de
biopeliculas: la produccion de biopeliculas sobre el
tejido radicular puede disminuir el efecto negativo de
una alta salinidad y sequia (Ahemad & Kibret, 2014;
Etesami & Maheshwari, 2018).
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El microbioma
de la rizosfera

El advenimiento de las tecnologias de secuenciacion
masiva de ADN nos ha dado un mayor conocimiento de
la distribucion filogenética de las bacterias del suelo
asociadas con plantas de interés agricola. El analisis
metagendmico de la rizésfera del maiz fue una de las
primeras observaciones de la riqueza y abundancia
relativa de las especies microbianas que habitan la
rizdsfera de las plantas. Al analizar la secuencia del
gen 16S rARN y hacer su pirosecuenciacion, Peiffer
et al. (2014) observaron una variacion significativa
en términos de riqueza, diversidad y abundancia
relativa de taxas bacterianas entre el suelo y
la rizosfera del maiz, asi como entre diferentes
campos (Peiffer et al., 2014). Usando cuatro pares
de cebadores de ADN, los autores encontraron una
mayor abundancia de proteobacterias, seguidas
por actinobacterias, bacteroidetes, acidobacterias
y cianobacterias, entre otras. Estos resultados son,
en cierta medida, consistentes con la identidad
genética de los microorganismos comunmente
aislados de la rizésfera de plantas mediante técnicas
convencionales de laboratorio.

Otro estudio, liderado por el mismo grupo, analizé la
asociacién entre plantas de maiz y su microbioma.
Los resultados mostraron un efecto significativo entre
el genotipo de las plantas y la diversidad microbiana
asociada; igualmente, encontraron que la edad de
la planta y los cambios en el clima tienen un efecto
significativo sobre su composicion. No obstante,
esta variacién contrasté con la asociacion especifica
de ciertas especies con el genotipo de las plantas.
En este estudio, en el cual se empled la tecnologia
MiSeq, de Illumina, se analiz6 la regiéon V4 del gen
16S rARN; el objetivo fue determinar el microbioma
central asociado a las plantas de maiz, es decir, esas
especies bacterianas que se encontraron asociadas
en mas del 80 % de las muestras de la rizésfera.
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Los resultados mostraron Lamayor parte de estas especies pertenecian a los filos Proteobacteria,
. Actinobacteria,Bacteroidetes,AcidobacteriayVerrucomicrobia.Encuanto B t < t
aproxz'madan?ente al filo Proteobacteria, la mayor parte de los organismos pertenecian ac erlas Promo Oras
150 especzes asociadas a la clase Alphaproteobacteria, seguida por Betaproteobacteria, ° °
—independientemente de las Gammaproteobacteria y Deltaproteobacteria. Asimismo, miembros de d 1 t tal
R P . Archaea también se encontraron asociados a la rizésfera de la planta e creC]'mlen O Ve e
variaciones ambientales—, (walters et al., 2018).

’ °
las cuales resultaron ser Este estudio expone la asociacion existente que se ha forjado durante (canonlcas)

ﬁlogenéticamente diversas. elcursode laevolucion entre ciertas especies microbianasy vegetales.

Estas asociaciones, en algunos casos, se dan de manera neutral, es La diversidad filogenética y funcional de las bacterias asociadas a la rizésfera
decir, sin beneficio para ambas partes, pero, en el caso de las PGPB, de las plantas es extremadamente compleja, y su estudio nos proporciona un
este efecto es benéfico para la planta y, presumiblemente, para la entendimiento mas amplio de los procesos ecoldgicos que se dan en el suelo
bacteria. Mientras la estrecha asociacién entre algunos miembros de y de las especies que los estan realizando (Compant et al., 2019; Ferreira
Proteobacteria y plantas de importancia agricola ha sido claramente et al,, 2020), ademas de que provee una explicacién sobre la discrepancia
demostrada, poca informaciéon se tiene acerca de la interaccién ocasionalmente observada entre las caracterizaciones in vitro del potencial
entre otros filos y la planta. Este hecho es explicado por el sesgo de de las bacterias como PGPB y los resultados en campo o invernadero. No
la seleccion en medios de cultivo, que hace que algunas especies obstante, ciertos géneros y especies microbianos tradicionalmente se han
no se encuentren suficientemente representadas. Algunas especies asociado a un efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas, y estos
anaerobias, por ejemplo, podrian desempehar un papel importante son el tema de esta seccidn. Un caso particularmente relevante es el de
en la nutriciéon de la planta, pero los métodos convencionales de las bacterias con capacidad para formar nddulos con plantas leguminosas,
aislamiento se hacen en condiciones aerobias o, a lo maximo, en bacterias que se encuentran principalmente, pero no de manera exclusiva, en
condiciones de microaerofilia. Estos métodos de seleccidn, por tanto, el orden Rhizobiales del filo Proteobacteria y se conocen globalmente como
excluyen microorganismos anaerobios obligados, como aquellos rizobios. Estos rizobios, al poseer los mecanismos moleculares requeridos
pertenecientes a Clostridium spp., por ejemplo. La seleccién de otros para el establecimiento de una relacién simbidtica con leguminosas, en la
microorganismos con potencial para la promocién del crecimiento mayoria de los casos van a tener un efecto benéfico sobre el crecimiento
vegetal, por tanto, deberia realizarse en mas medios de cultivo, en vegetal. De todas maneras, este grupo de organismos interactda Unicamente
otras condiciones y con otras técnicas que permitan la seleccién de con un grupo definido de plantas, y por ello la investigacién de otros grupos
microorganismos con requerimientos nutricionales especificos o de microbianos es necesaria para mejorar el crecimiento de otras especies
aquellos que se encuentran en poca abundancia. vegetales de importancia agricola.
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Microorganismos de
vida libre

Los microorganismos de vida libre son aquellos que
viven en la rizdsfera pero son incapaces de colonizar
el tejido vegetal. Los microorganismos de vida libre,
por lo tanto, exhiben un bajo grado de intimidad con
la planta en comparaciéon con los otros dos tipos de
interacciones previamente mencionados: simbiosis
y endofitismo mutualista. La asociaciéon entre las
bacterias de vida libre y la planta se mantiene porque los
microorganismos pueden explotar las fuentes de carbono
y otros nutrientes presentes en los exudados radiculares,
y, en contraprestacion, algunos de estos organismos
pueden producir moléculas que afectan positivamente
el crecimiento de la planta. Algunas de estas PGPB, por
ejemplo, son capaces de producir exopolisacaridos v,
por lo tanto, pueden adherirse firmemente a la raiz. La
sintesis microbiana de este tipo de macromoléculas,
por ejemplo, puede tener efectos positivos, puesto que
incrementa la intimidad de la interaccion vy, asi, el efecto
de las moléculas benéficas, ademds de que también
puede ayudar a prevenir o aliviar estreses abiéticos, como
la presencia de metales pesados, la salinidad sédica o la
sequia (Ahemad & Kibret, 2014; Etesami & Maheshwari,
2018; Rojas-Tapias et al., 2012).

Aunque muchas especies bacterianas caen en la
categoria de organismo de vida libre, un enfoque especial
se hard sobre dos géneros: Azotobacter y Bacillus. Este
enfoque se fundamenta en la importancia de estos
dos géneros como inoculantes bioldgicos, asi como
en los resultados del grupo de investigacidn Sistemas
Agropecuarios Sostenibles, de la Corporacién Colombiana
de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), que ponen en
evidencia su potencial.

Azotobacter

El género Azotobacter estd conformado por siete especies,
dentro de las cuales A. vinelandii y A. chroococcum revisten
una particular importancia (figura 2.1) multifactorial:
1) A. vinelandii ha sido ampliamente empleado como un
organismo modelo en la fijacidn biolégica de nitrégeno,
debido a que exhibe altas tasas de fijacion en condiciones
aerobicas y a que codifica en su genoma tres diferentes
nitrogenasas; 2) ambas especies han mostrado ser
importantes para promover el crecimiento de cultivos de
interés agricola (Rojas-Tapias et al., 2012), y 3) A. vinelandii
tiene importancia industrial y académica, debido a su
capacidad para sintetizar el polimero alginato.
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Descripcién macroscépica de una colonia de Azozobacter sp. en medio

de cultivo LG con azul de bromotimol.
Fuente: Colecciéon de Microorganismos con Interés en Biofertilizantes, AGROSAVIA

El género Azotobacter estd conformado por bacterias Gram-negativas con Otraparticu[aridad del
capacidad para formar una estructura de resistencia denominada quiste,
la cual es estructuralmente diferente a las endosporas de Bacillus y otros )
Firmicutes y le permite soportar condiciones adversas, como la desecaciéon. €S laproducczo’n de
ConQicione; nz':lfuraleslcomo la limita.\cién de ngtrientes inducen el proceso pigmentos. Agm’, es

de diferenciacion de células vegetativas en quistes, los cuales poseen una .

morfologia Gnica y diferente a la de las células vegetativas. Esta estructura  L772portante resaltar que la
de resistencia esta conformada por un cuerpo central y una capsula que natumlezayfuncio’n de
rodea las células: el cuerpo central se caracteriza por contener granulos de
polihidroxibutirato (PHB), mientras que la capsula estd compuesta por dos
capas, llamadas exina e intina (Garrity et al., 2005).

género Azotobacter

estos varia entre especies.
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A. vinelandii, por ejemplo, produce un pigmento verde y
fluorescente (bajo exposicidn a luz ultravioleta) en medio
de cultivo Ashby (Garrity et al., 2005). Este pigmento, de
naturaleza proteica, es producido Unicamente bajo
condiciones de limitacién de hierro. Debido a que se
produce en respuesta a la falta de hierroy que se une a este
metal con alta afinidad, se dice que actia como sideréforo.
A. chroococcum, por su parte, produce un pigmento de
color café oscuro, el cual se identifica quimicamente como
una melanina. Debido a que su sintesis es inhibida bajo
condiciones de limitacion de oxigeno o de sus especies
reactivas, se considera que la funcién principal de este
pigmento es mediar la detoxificacion de las especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés: reactive
oxygen species), que se generan como subproducto
de la respiracion. En ambos casos, la produccion de
estos pigmentos (en ausencia de nitrégeno) permite el
aislamiento y la identificacion de estos organismos a
partir de suelo rizosférico (Becking, 1981).

Filogenética y cromosoma

Azotobacter pertenece al subfilo
v-Proteobacteria y se encuentra relacionado
con el género Pseudomonas. Como se menciond
anteriormente, este género consta de siete
especies: A. chroococcum, A. vinelandii, A.
nigricans, A. salinestris, A. armeniacus, A.
beijerinckiiy A. paspali.

En la base de datos GenBank (www.ncbi.nlm.
nih.gov/genbank/), del National Center for
Biotechnology Information (NcBI), actualmente
se encuentra el genoma de cuatro especies de
Azotobacter: A. vinelandii, A. chroococcum, A.
beijerinckii 'y A. salinestris. Los cromosomas de
estas especies son circulares, tienen un tamano
de ~5 Mb y cuentan con un contenido de Gc del
~65 %. Estas cepas, ademas, contienen entre 0
y 6 plasmidos. En A. vinelandii ha sido descrita
la existencia de poliploidia, es decir, multiples
copias de un solo cromosoma en un organismo
(Garrity et al., 2005).

Metabolismo

Azotobacter es un organismo organotrofo que
usa azucares o polioles como fuente de carbono.
No requiere nitrégeno para crecer, dado que
puede obtenerlo a través de la actividad de sus
enzimas nitrogenasas. De hecho, altos niveles
de nitrégeno en el medio regulan negativamente

la fijacién de nitrogeno. El aislamiento de
Azotobacter, por tanto, se hace en un medio

con pocos nutrientes y que contenga manitol
como fuente de carbono, fosfato y magnesio,
ademas de altos niveles de carbonato de calcio,
el cual afecta la produccién de pigmentos, lo
gue permite hacer facilmente la distincion

de bacterias de este género en el proceso de
seleccion (Camelo-Rusinque et al., 2017).

Potencial para su uso en
agricultura sostenible

El género Azotobacter se caracteriza por
tener especies no patégenas y fijadoras de
nitrégeno de vida libre; algunos aislamientos
también tienen la capacidad de producir acido
indolacético, solubilizar fosforo inorganico y
producir sideréforos, por lo que este género
representa una opcion atractiva para el disefio
de inoculantes bioldgicos y su aplicacién

en diferentes cultivos. Las especies mas
ampliamente usadas en inoculantes son

A. vinelandiiy A. chroococcum, pues son de
crecimiento rapido y no tienen requerimientos
metabdlicos exigentes, lo que hace facil su
produccion masiva. Aln mas, su capacidad
para formar quistes permite la generacion de
inoculantes de larga vida de almacenamiento.

En AGROSAVIA se ha demostrado el potencial de
las cepas de A. chroococcum para influenciar
positivamente el crecimiento de varios cultivos
de interés agronémico, como el algodoén, el aji y
el tomate. De igual manera, se ha mostrado que
algunas cepas de A. chroococcum disminuyen

el efecto negativo de altos niveles de salinidad
sddica sobre el crecimiento de las plantas, lo
gue tiene importancia en varios ecosistemas
colombianos (Rojas-Tapias et al., 2012).

Varios medios de cultivo han sido disefados
para la produccion masiva de bacterias de
Azotobacter a base de medios ya definidos o
empleando residuos agroindustriales. Diferentes
formulaciones con polimeros, arcillas, entre
otros elementos, asi como la induccion del
proceso de enquistamiento para la generacién
de inoculantes de tiempo de almacenamiento
extendido, también han sido estudiadas (Camelo-
Rusinque et al., 2017; Moreno et al., 2011; Rojas-
Tapias et al., 2012; Rojas-Tapias et al., 2013;
Rojas-Tapias et al., 2015; Romero-Perdomo et al.,,
2015; Romero-Perdomo et al., 2017).

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Bacillus

Este género forma parte del filo Firmicutes y consta
de bacterias que tifen positivo en la coloracién de
Gram. Ademads, es fenotipicamente diverso, pues sus
células pueden ser bastones o filamentos esféricos,
rectos, curvos o helicoidales, con o sin flagelos y con
o sin endosporas resistentes al calor. Igualmente, son

aerobios, anaerobios facultativos o estrictos. Algunos
miembros del género Bacillus son termofilos o halofilos
(figura 2.2). La mayoria son aislados del suelo, donde su
diversidad es muy amplia, pero también se encuentran
en aguas, alimentos y ambientes clinicos, y la mayoria
se consideran no fitopatégenos, pues solo algunos
estan asociados a enfermedades humanas o animales
(De Vos et al., 2009).

® Figura2.2. Descripcién macroscépica de una colonia de Bacillus sp. en medio de cultivo caso.
Fuente: Colecciéon de Microorganismos con Interés en Biofertilizantes, AGROSAVIA

Filogenética y cromosoma

El género Bacillus pertenece a la clase Bacilli del
filo Firmicutes. Este género incluye mas de 200
diferentes especies, y por ello una descripcion
global de las propiedades de sus genomas no es
conveniente. Aqui nos enfocaremos en dos de las
especies del género Bacillus que han mostrado
potencial como inoculantes bioldgicos: B. subtilis
y B. thuringiensis. B. subtilis tiene un genoma de

~4,1 Mb y ~4.000 proteinas, y su contenido de

GC es del 43,5 %. B. thuringiensis, por su parte,
tiene un genoma mas grande, pues su tamafno
promedio es de ~6,0 Mb y ~5.800 proteinas, y

su contenido de GC es del 34,9 %. A pesar de las
considerables diferencias a nivel cromosomal,
estas especies comparten ciertos determinantes
moleculares, como los genes asociados al
proceso de esporulacion (Dworkin et al., 2006).
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B. subtilis ha sido ampliamente empleado en
estudios de biologia molecular, y representa
el modelo bacteriano por excelencia

de bacterias Gram-positivas. Algunos
procesos, como esporulacion, formacion de
biopeliculas, resistencia a metales y estrés
oxidativo, han sido descritos en sorprendente
detalle. Una de las cualidades que han
permitido su clasificacion como un organismo
modelo es la facilidad con la que se puede
manipular genéticamente (Wang et al., 2017).
Recientes estudios de biologia molecular de
B. subtilis han mostrado que la formacion de
biopeliculas por efecto del 4cido malico es
fundamental para el proceso de promocidn
del crecimiento vegetal.

Por su parte, B. thuringiensis ha sido
ampliamente usado como agente insecticida
bioldgico, y aunque no es clasificado como
una rizobacteria, su uso esta asociado a una
mejora en el rendimiento de los cultivos.
Este efecto positivo se debe a su capacidad
para sintetizar inclusiones cristalinas

o deltaendotoxinas, las cuales tienen
actividad insecticida. Estas proteinas, que
son producidas durante la parte tardia de la
fase exponencial, son conocidas como las
toxinas Cry y son codificadas por los genes
cry, los cuales no residen en el cromosoma
sino, normalmente, en plasmidos. La
familia de genes cry es una gran familia de
genes homologos que codifica proteinas
con actividad especifica en contra de solo
algunas especies de insectos. Cuando las
proteinas son ingeridas por los insectos,
son solubilizadas y modificadas, para
convertirse, luego, en toxinas activas
(Tabashnik, 1994).

Metabolismo

La mayoria de las bacterias del género
Bacillus crecen de manera optima en medios
de cultivo rutinarios, como agar nutritivo,
agar tripticasa de soya o agar sangre. Sin
embargo, se han desarrollado medios
qguimicamente definidos para facilitar su
aislamiento especifico o para optimizar
procesos industriales. La mayoria de las
especies utilizan glucosa como fuente de

carbono, aunque existen otras que tienen
la versatilidad de utilizar otras fuentes
de carbono, como &cidos organicos y
aminoacidos. Asimismo, las bacterias

del género Bacillus pueden usar fuentes
inorganicas y organicas de nitrégeno. Los
rangos de temperatura para un crecimiento
optimo varian en este género, aunque

la mayoria crece a 30 °C; sin embargo,
también se han encontrado bacterias del
género en ambientes con temperaturas
extremas (entre 5 °C y 75 °C) (De Vos et
al., 2009), y, de hecho, las terméfilas son

importantes en los procesos de compostaje.

Muchas especies del género Bacillus pueden
usar nitrato como aceptor de electrones en
ausencia de oxigeno, pero algunas otras,
como B. megaterium y B. pumilus, no lo
pueden hacer. B. subtilis, por ejemplo, puede
usar amonio, nitrato, aminodacidos, algunas
purinas, urea, acido urico, alantoina 'y
péptidos como fuentes de nitrégeno.

Potencial para su uso en
agricultura sostenible

El género Bacillus es sistematicamente muy

amplio, y por ello la selecciéon de especies
promotoras se basa en su identidad
filogenética. Para su aislamiento selectivo,
se suele aprovechar la termorresistencia
de sus esporas. En particular, se buscan
miembros de las especies B. subtilis, B.
amyloliquefaciens o B. megaterium para la
formulacion de inoculantes, debido a su
potencial demostrado para promover el
crecimiento vegetal a través de diversos
mecanismos, su aplicacién segura, su
rdpido crecimiento y su facil produccidn a
gran escala, ademds de que forman una
estructura de resistencia denominada
espora. En AGROSAVIA se ha demostrado

el potencial de consorcios de Bacillus

en la disminucién del estrés hidrico en
ambientes secos en pasto guinea y en maiz
(Moreno-Galvan, Romero-Perdomo et al.,
2020; Moreno-Galvan, Cortés-Patino et al.,
2020). Asimismo, actualmente se estudia la
bacteria B. thuringiensis para el control de
insectos en varios cultivos.
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Microorganismos endoéfitos

Se define como microorganismo enddfito benéfico a aquel capaz de colonizar
los tejidos de la planta y establecer una relacién mutualista con esta. A
diferenciade lainteraccion entre rizobios y leguminosas, la interaccidn entre
enddfitosy plantas no requiere mecanismos moleculares sofisticados y, mas
bien, se basa en la capacidad del microorganismo para invadir los tejidos
vegetales sin causar enfermedad. La colonizacién endofitica del huésped
por la bacteria esta determinada por una combinacién de diferentes rasgos
bacterianos referidos colectivamente como rasgos de colonizacién, los
cuales regulan todo el proceso de colonizacién de las plantas. Este proceso,
gue implica una comunicacién compleja entre los dos socios, generalmente
comienza desde las raices y requiere el reconocimiento de compuestos
especificos en los exudados de la raiz por parte de las bacterias endofiticas
(Afzal et al., 2019; Elmerich & Newton, 2007; Hallmann et al., 1997).

59

En este grupo se han
clasificado varios
microorganismos, entre
los cuales Azospirillum y
Herbaspirillum ocupan
un lugar principal, por

lo que serdn descritos

a continuacion.
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Azospirillum

Elgénero Azospirillum es una de las PGPB mas ampliamente
estudiadas y utilizadas comercialmente en la agricultura.
Pertenece a la clase Alphaproteobacteria y es una bacteria
fijadora de nitrégeno que ejerce un efecto benéfico sobre
el crecimiento de las plantas y el rendimiento de muchos
cultivos (figura 2.3). El efecto de su inoculacién sobre
pastos, cereales y legumbres ha sido mostrado en gran

nivel de detalle. Por ejemplo, se ha evidenciado que su
uso causa efectos morfoldgicos pronunciados en las
raices de las plantas, cambios principalmente asociados
a la proliferacion de los pelos radiculares, los cuales se
asocian, a su vez, a la sintesis de hormonas de tipo vegetal
por parte del microorganismo. La extensidon del area
radicular tiene un efecto directo sobre el crecimiento de las
plantas, puesto que influye positivamente en la adquisicion
de nutrientes del suelo (Cassan & Diaz-Zorita, 2016).

m Figura 2.3. Descripcién macroscépica de una colonia de Azospirillum sp. en medio de cultivo DyGs.
Fuente: Coleccién de Microorganismos con Interés en Biofertilizantes, AGROSAVIA

El género Azospirillum se caracteriza por tener forma
de bacilo, ligeramente curvado y recto, y por tenir
negativo en la coloracién de Gram. Estas bacterias
suelen contener granulos intracelulares de poli-f-
hidroxibutirato y son métiles tanto en medios de cultivo
liguidos, mediante un unico flagelo polar, como en
medios sélidos, mediante flagelos laterales de longitud
de onda mas corta (Baldani et al., 2015).

Filogenética y cromosoma

El género Azospirillum consta de 15 especies
fijadoras de nitrégeno y una no fijadora. Su estudio
filogenético se ha basado primariamente en el
andlisis del gen 16S rARN. Los anadlisis iniciales,
que incluyeron las primeras 5 especies descritas,
indicaron que A. brasilense, A. lipoferum'y
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A. halopraeferens forman un linaje sélido, mientras
que A. amazonense y A. irakense se segregan

en un clado independiente. Con la adicién de

mas especies a través de los anos, los grupos A.
brasilense y A. lipoferum crecieron en complejidad
(Domingues Duarte et al., 2020), por lo que,

como consecuencia, cominmente se obtiene

una baja confianza al definir las interrelaciones
filogenéticas entre especies cercanas,
particularmente dentro del grupo A. lipoferum,
por medio de secuencias de 16S rARN. También
se han encontrado inconsistencias al identificar
nuevos aislamientos (Baldani et al., 2015).

Actualmente, en las bases del GenBank, del NCBI,
se encuentran registrados 77 genomas asociados
a Azospirillum, de los cuales A. brasilense es

el mas reportado. Este genoma presenta una
longitud aproximada de 7 Mb y un contenido de GC
del 64%-71% (Maroniche et al., 2017).

Metabolismo

Azospirillum puede metabolizar diversas fuentes de
carbono, incluyendo acidos organicos, carbohidratos,
polioles y aminoacidos. Esta versatilidad es critica

ya que le permite adaptarse facilmente a diferentes
nichos, incluyendo la rizésfera y el suelo.

Azospirillum es capaz de tomar el nitrégeno
atmosférico y convertirlo en amonio gracias a la
presencia del complejo nitrogenasa. A diferencia
de Azotobacter, aqui la fijacion bioldgica de
nitrégeno Unicamente ocurre bajo condiciones
de microaerofilia, es decir, en presencia de bajas
tensiones de oxigeno, pues altas concentraciones
de este elemento afectan directamente el
complejo nitrogenasa y suprimen su actividad.
En el género Azospirillum, |a fijacion de nitrégeno
también es afectada por la concentracién de
amonio en el ambiente: el mecanismo asociado
es fascinante, puesto que involucra una ADP-
ribosil transferasa, la cual, en presencia de altos
niveles de amonio, modifica covalentemente

la dinitrogenasa reductasa y la hace inactiva.
Cuando la concentracién de amonio disminuye,
una enzima glucohidrolasa (especifica para

una de las subunidades de la dinitrogenasa
reductasa) remueve el grupo inactivante y
restaura la actividad de fijacién biolégica de
nitrégeno (Baldani et al., 2015; Cassan & Diaz-
Zorita, 2016; Pedrosa et al., 2019).

Azospirillum crece bien en sales de acidos
organicos, como malato, succinato, lactato y

piruvato, y azdcares, aminoacidos y alcoholes de 61
azucar también pueden funcionar como fuentes

de carbono. Debido a su versatilidad para tomar
diferentes fuentes de carbono y a su metabolismo
asociado al nitrédgeno, se adapta facilmente a
varias condiciones del suelo y es competente

para colonizar la rizésfera y, en algunos casos,

los tejidos vegetales internos, como se describi6
anteriormente. La fijacién bioldgica de nitrégeno
depende de condiciones microaerofilicas, pero
Azospirillum crece bien bajo una atmésfera de aire
en presencia de una fuente de nitrégeno fijo, como
amonio o sales de glutamato. Células previamente
cultivadas en presencia de una fuente de nitrégeno
inorganico pueden fijar nitrégeno en aire siempre
que se agote todo el nitrégeno agregado y la
nitrogenasa se active (Cassan & Diaz-Zorita, 2016).

Para su aislamiento, se emplea un medio
semisolido sin nitrégeno, el cual contiene acido
malico como fuente de carbono y pH neutro. Esta
condicién semisélida es importante para producir
el ambiente microaerofilico que le permite al
organismo sintetizar el complejo nitrogenasa e
iniciar la fijacion bioldgica de nitrégeno. El acido
malico, por su parte, es importante puesto que se
encuentra asociado al exudado radicular de varias
plantas, lo que ha mostrado ser determinante en
la interaccion entre el microorganismo y la planta
(Baldani et al., 2015). Esta fuente de carbono ha
mostrado influir sobre la composicién microbiana
de la rizésfera, y su importancia en la interaccion
planta-microorganismo es evidente por los
mecanismos quimiotacticos empleados por las
bacterias para detectar este compuesto.

Potencial para su uso en
agricultura sostenible

Azospirillum representa un grupo de
microorganismos con alto potencial para su
uso como inoculante bioldgico, principalmente
en gramineas. Las especies de Azospirillum
son usualmente avidas productoras de

acido indolacético, y se caracterizan por ser
endofitas. Azospirillum no tiene requisitos
nutricionales exigentes, y por tanto su
produccién masiva se puede hacer con relativa
facilidad. En AGROSAVIA se cuenta con una
coleccion importante de bacterias de este
género, recuperadas de diferentes pastos,
maiz, cana de azucar y otras gramineas. Su
potencial promotor se ha mostrado en diversos
suelos y en diferentes condiciones climaticas
(Cassan et al., 2020).
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Herbaspirillum

Herbaspirillum es un género clasificado como PGPB
que tiene la capacidad de fijar nitrégeno, solubilizar
fosforo y producir sideréforos, ademas de que modula
el desarrollo radicular por medio de la produccién
de diferentes reguladores del crecimiento vegetal
(Alves et al., 2015). Herbaspirillum pertenece a la
clase Betaproteobacteria y normalmente se encuentra
asociado a especies vegetales de gramineas,
incluyendo sorgo, arroz y pasturas (figura 2.4). Algunos
géneros se han aislado de nédulos en frijol, y también
se han encontrado en plantas de musaceas y algunos
frutales, como pina. Se han estudiado como inoculantes
en cultivos de maiz, cana de azucar, arroz y pasturas

asociadas a sistemas silvopastoriles en modo de
intersiembra. Adicionalmente, se han estudiado
en procesos de fitorremediacion, estimulando la
fitoextraccion de metales pesados por medio de la
produccion de compuestos asociados a la promocion
del crecimiento vegetal (Govarthanan et al.,, 2016; Gu &
Mitchell, 2006; Praburaman et al., 2017).

Herbaspirillum es un bacilo Gram-negativo de forma
generalmente vibrioide, aunque algunas veces se puede
observar en forma de espirilo; es un microorganismo
con caracteristica motil debido a sus flagelos polares. En
presencia de azlcares como glucosa, galactosa, arabinosa,
manitol o glicerol como unica fuente de carbono, las células
tienden a enlongarse (Garrity et al., 2005).

" Figura 2.4.. Descripcién macroscépica de una colonia de Herbaspirillum sp. en medio de cultivo pYGs.
Fuente: Coleccién de Microorganismos con Interés en Biofertilizantes, AGROSAVIA
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Filogenética y cromosoma

El género Herbaspirillum consta de 14 especies descritas
hasta la fecha, algunas de las cuales son conocidas por
colonizar tejidos de las plantas, y otras pueden ser patégenas
humanas al producir fibrosis quistica y leucemia linfoblastica,
aunque la forma como se desarrollan estas enfermedades
aun no es del todo clara (Monteiro et al., 2012).

El genoma de Herbaspirillum seropedicae Z67 tiene un
tamano de ~5,5 Mb y 4.804 genes, y su contenido de GcC estd
entre el 60% y el 65 %. Los genes estructurales que codifican
para el complejo nitrogenasa se encuentran localizados en
el operdn nifHDKENXHsero_2847Hsero_2846fdxA. Dentro

de los genes codificantes para la proteina estructural de la
nitrogenasa se identificaron nifHDK y nifDK. Adicionalmente,
se identificaron los genes nifN, asociados a la actividad de la
nitrogenasa bajo crecimiento limitado por oxigeno. Por otra
parte, se evidenciaron 27 genes asociados al transporte y
metabolismo del hierro, el cual puede ser ventajoso en el
momento de competir en suelos con limitaciones de este
elemento, y se identificaron genes asociados a la biosintesis
de auxinas que ayudan a la produccion de acido indolacético
a partir del precursor triptéfano (Chubatsu et al., 2012;
Garrity et al., 2005; Pedrosa et al., 2011).

Metabolismo

El cultivo in vitro de Herbaspirillum se realiza en un medio
semisoélido libre de nitrégeno y con bajas tensiones de
oxigeno. Los medios mas reportados para su aislamiento
son JNFB Yy NFB, los cuales contienen, como Unica fuente de
carbono, acido malico; no obstante, Herbaspirillum tiene la
versatilidad de utilizar varias fuentes de carbono, incluyendo
acidos organicos como el piruvico, el succinico y el fumarico.
La fijacion de nitrégeno de Herbaspirillum ocurre bajo
condiciones microaerobias y es estrechamente regulada

por compuestos de nitrégeno, tanto a nivel de sintesis como
de actividad. Herbaspirillum seropedicae puede asimilar o
desasimilar nitrato a nitrito bajo limitacion de oxigeno, pero
sin crecimiento anaerdbico dependiente de nitrato (Gu &
Mitchell, 2006).

Potencial para su uso en
agricultura sostenible

Herbaspirillum sp. es un microorganismo muy versatil
metabdlicamente, y posee varios mecanismos asociados

a la promocidn del crecimiento vegetal, lo que lo hace

un gran candidato para su uso en cultivos agricolas.
Estudios en diferentes especies vegetales, particularmente
gramineas, han demostrado resultados relevantes.

En AGR0OSAVIA se han llevado a
cabo varios estudios con pasturas
en sistemas silvopastoriles,
utilizando Herbaspirillum

sp. como un potencial
microorganismo promotor

de crecimiento asociado a la
actividad de solubilizacion de

fosforo, y se ha evidenciado una

mejora en la calidad del forraje.
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Microorganismos que forman
estructuras especializadas: rizobios

La mayor parte

de las especies de

rizobios se encuentran
agrupadas en la clase
Alphaproteobacteria, y
algunas otras especies no
canénicas se encuentran en
la clase Betaproteobacteria.

Debido a su importancia agricola, este grupo de microorganismos ha sido
ampliamente estudiado, y hoy en dia provee uno de los mejores ejemplos
a nivel molecular de los mecanismos que involucran una relacién de
simbiosis en la naturaleza. Esta simbiosis se basa en la formacién de una
estructura vegetal especializada denominada nddulo, la cual se localiza
en las raices de las plantas, aunque en algunas ocasiones se ha hallado
asociada también a sus tallos. Esta estructura proporciona un ambiente
privilegiado para el crecimiento de las bacterias, puesto que provee
protecciéon en condiciones medioambientales adversas y un suministro
ilimitado de nutrientes provenientes de la planta; en contraprestacion,
la bacteria provee una fuente ininterrumpida de nitrégeno, el cual se
adquiere mediante la fijacién bioldgica de nitrégeno molecular (N,) (Van
Rhijn & Vanderleyden, 1995).

Rizobios

Los rizobios son microorganismos fijadores de nitrégeno capaces de
formar una estructura especializada denominada nddulo con plantas
leguminosas. La fijacidn de nitrégeno, no obstante, solamente puede
ocurrir con el establecimiento de la simbiosis, cuando las células
bacterianas se diferencian en bacteroides (Compant et al., 2010). El
aislamiento de rizobios en laboratorio, por lo tanto, debe hacerse a partir
de noédulos en un medio de cultivo que contenga nitrégeno en forma de
sulfato de amonio, por ejemplo (figura 2.5).
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® Figura 2.5. Descripcién macroscépica de rizobios. a. Colonias de Bradyrhizobium sp. en medio YMA

con rojo Congo; 4. Colonia de Rhizobium sp. en medio YMA con rojo Congo.
Fuente: Coleccién de Microorganismos con Interés en Biofertilizantes, AGRosAVIA

El proceso de
establecimiento de

la simbiosis rizobio-
leguminosa ha sido
estudiado en detalle,

e involucra complejos
procesos de quimiotaxis,
serializacion y
diferenciacion celular.

Primero, la planta atrae a los rizobios por medio de los exudados radiculares, los
cuales contienen fuentes de carbono que los rizobios pueden utilizar. Después,
la planta secreta compuestos flavonoides, los cuales son especificamente
detectados por la bacteria e inducen la formacion del factor Nod por los
rizobios. El factor Nod es un lipopolisacarido formado por subunidades de
N-acetilglucosamina modificadas con cadenas lipidicas y que se encuentra
codificado por los genes nod. La percepcion del factor Nod por la planta conlleva
a cambios en los pelos radiculares, los cuales permiten la invasién del rizobio.
En algunos casos, la invasion también se puede dar a través de lesiones en la
epidermis vegetal. Una vez que los rizobios han entrado a la planta, empiezan
a dividirse e invadir el tubo de infeccién. Al mismo tiempo, el proceso de
desarrollo del nédulo inicia en el cértex de la raiz, y eventualmente los rizobios
son capaces de invadir el citoplasma de las células del nédulo, donde ocurre
la diferenciacién en bacteroides. Los rizobios diferenciados en bacteroides
son capaces de fijar nitrégeno molecular, como se describié anteriormente.
La interaccién entre rizobios y leguminosas, que resulta en la formacién del
nddulo, es estrictamente mutualista. La bacteria le provee a la planta una
fuente directa de nitrégeno, y, en contraprestacién, la planta le provee carbono
y energia en forma de 4cidos dicarboxilicos (Van Rhijn & Vanderleyden, 1995).

Lamayor partede losrizobios se encuentradentrode laclase Alphaproteobacteria
y el orden Rhizobiales. Un total de seis géneros de rizobios se han descrito
dentro de Alphaproteobacteria: Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium,
Alorhizobium, Azorhizobium y Rhizobium, los cuales poseen propiedades
metabdlicas diferentes, pero comparten su capacidad simbidtica. En los dltimos
anos, no obstante, se han encontrado ejemplos de rizobios que no caben
dentro del orden Rhizobiales o dentro de la descripcién convencional de este
grupo; algunos de ellos, por ejemplo, se han encontrado dentro de los géneros
Burkholderia y Pantoea. Se cree que esto se debe a la transferencia horizontal
de genes entre Rhizobiales y bacterias de otros géneros. En estas especies, los
mddulos de genes requeridos para el establecimiento de simbiosis se pueden
encontrar alojados en plasmidos conjugativos (Brenner et al., 2005).
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Filogenética y cromosoma

Los rizobios, como grupo, exhiben genomas

de gran tamano (5-10 Mb) en comparacion con
otras bacterias, lo que puede estar asociado
con la amplia variedad de nichos en los que los
rizobios son encontrados y con los procesos de
infeccion del huésped y de diferenciacién dentro
del nédulo. Como se discutira mas adelante, los
rizobios suelen ser capaces de usar una amplia
diversidad metabdlica, lo que les permite usar
varias fuentes de carbono y nitrégeno, incluso
en condiciones de baja disponibilidad. Dentro
de sus genomas, muchos de los genes estan
dedicados al transporte, la regulacién y el
metabolismo; por ejemplo, algunos rizobios
pueden contener mas de 150 transportadores
dependientes de ATP (en comparacion con

los cerca de 50 en Escherichia coli), lo que les
permite usar un amplio rango de nutrientes en
ambientes oligotréficos (Wang et al., 2019).

Adicionalmente, pueden contener uno o varios
plasmidos, los cuales oscilan dramaticamente

en tamano, y pueden contener (o no) genes

core (comunes entre un conjunto de genomas).
Sinorhizobium meliloti, por ejemplo, contiene dos
plasmidos: pSymA y pSymB, los cuales se conocen
como megaplasmidos, con tamanos de 1,4 Mby 1,7
Mb, respectivamente. El pldsmido pSymA contiene
los genes requeridos para la fijacién bioldgica de
nitrégeno y para la elaboracion del factor Nod,
mientras que pSymB contiene los genes requeridos
para la infeccién del huésped y otros esenciales
para el crecimiento de S. meliloti (Jiménez-Zurdo et
al., 2020). En contraste, en los rizobios del género
Mesorhizobium y Bradyrhizobium, los genes de

simbiosis se encuentran alojados en el cromosoma.

Los plasmidos que codifican proteinas de
simbiosis son transferibles y, por tanto, pueden
ser movilizados a otros microorganismos
mediante conjugacién. De la misma manera,
los genes cromosomales de simbiosis y
fijacién de nitrégeno en algunas bacterias,
como Mesorhizobium, pueden ser transferidos
horizontalmente debido a que se encuentran
localizados dentro de elementos integrativos-
conjugativos. Estos elementos genéticos se
consideran elementos movilizables puesto que
se pueden escindir del cromosoma, circularizar
y transferir a recipientes apropiados. Esta
movilizacién es posible debido a que estos
elementos contienen genes que codifican para

el sistema de secrecidn tipo Iv, el cual permite la
transferencia horizontal por conjugacién. Ademas
de genes de transferencia, estos elementos
integrativos-conjugativos contienen otros genes
(como los de simbiosis) que pueden proporcionar
una ventaja competitiva tanto a la cepa donadora
como a la receptora. En algunas especies, el
proceso de transferencia puede ser inducido por
senales especificas en los exudados radiculares o
por quorum sensing (Wakimoto et al., 2020).

Metabolismo

El metabolismo en rizobios puede estudiarse
desde dos diferentes angulos. Primero, cuando se
encuentran en la rizdsfera, como microorganismos
de vida libre, y segundo, cuando residen dentro

del nédulo y estan diferenciados en bacteroides.
Este paralelo es posible porque los programas
celulares de los rizobios en ambos estadios son
remarcablemente diferentes. En el suelo, los
rizobios habitan un ambiente oligotréfico, con
gradientes de oxigeno y pH, y son biolégicamente
diversos. Ademas, alli la lucha por un nicho

que provea las condiciones adecuadas para su
proliferacion es feroz, por lo que una capacidad
metabélica amplia resulta ser una ventaja
competitiva. Eso hacen los rizobios: son capaces
de emplear una amplia variedad de fuentes de
carbono y nitrégeno, lo que les permite proliferar

y eventualmente alcanzar la raiz para iniciar el
complejo proceso de infeccidn y simbiosis. En
contraste, la vida dentro del nédulo es altamente
privilegiada. La planta les provee a las bacterias
una fuente casi ilimitada de carbono en forma de
acidos organicos, y la bacteria, ahora diferenciada,
tiene la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico, lo
que le provee una fuente ilimitada de este elemento;
ademas, tanto los gradientes quimicos y fisicos, tan
comunes en el suelo, como la competencia con otros
microorganismos desaparecen.

En general, los rizobios tienen la capacidad

de metabolizar un amplio espectro de fuentes
de carbono y nitrégeno, pero, como categoria,
tienen representantes en al menos ocho
diferentes géneros bacterianos. Como se
mencion6 antes, seis géneros se encuentran en
la clase Alphaproteobacteria, y dos, en la clase
Betaproteobacteria. La capacidad metabélica,
por tanto, difiere significativamente entre los
miembros de los rizobios. Uno de los ejemplos
mas relevantes de esta diversidad es dado por
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algunos miembros de Bradyrhizobium que pueden
realizar fotosintesis, y otro ejemplo esta en
Azorhizobium, el cual puede fijar nitrégeno como
organismo de vida libre (Brenner et al., 2005).

Tradicionalmente, los rizobios se han
clasificado, con base en su velocidad de
crecimiento, como rizobios de crecimiento
rapido, intermedio y lento (Wang et al., 2019).
Si bien estas diferencias en la velocidad de
crecimiento no se asocian con su potencial para
establecer simbiosis, si tienen implicaciones
importantes en la produccion biotecnolégica de
productos a base de estos microorganismos.
En general, el aislamiento de los rizobios se
realiza en un medio de cultivo que contiene
manitol como fuente de carbono, aunque estos
organismos son generalmente versatiles y
pueden crecer a expensas de otras fuentes

de carbono. En la produccién de inoculantes,
incluso subproductos industriales pueden

ser usados para promover el crecimiento

de estos microorganismos. Los rizobios son
generalmente aerobios, pero el hecho de que la
tension de oxigeno en el nédulo sea baja parece
sugerir que condiciones de microaerofilia
también permiten el crecimiento de este grupo
(Wang et al., 2019). Adicionalmente, algunas
especies pueden emplear nitrato como aceptor
final de electrones, y, por lo tanto, algunos
rizobios son anaerobios facultativos.

Potencial para su uso en
agricultura sostenible

Entre todos los géneros de PGPB, los rizobios
ocupan una posiciéon prominente, debido a su
indiscutible potencial como biofertilizantes,
pues no solamente son capaces de formar
una estructura especializada que provee a
las plantas una fuente ilimitada de nitrégeno,
sino que también pueden ser usados en
otros cultivos debido a sus cualidades de
promocion del crecimiento, incluyendo la
solubilizacion de fosfatos y la produccién de
acido indolacético, entre otras, y al hecho de
que no son patégenos de humanos. Dado que
su asociacion con leguminosas es especifica,
la inoculacion temprana de las plantas
garantiza casi completamente el éxito de la
infeccidn y, por tanto, sus efectos benéficos.
Adicionalmente, el grupo de las leguminosas
incluye una vasta variedad de plantas de alta
importancia econémica y nutricional, lo que

hace a este grupo de plantas y a su interaccién
con rizobios particularmente relevantes. Como
se menciono anteriormente, los requerimientos
nutricionales de los rizobios son simples, por lo
que, de forma general, este grupo de bacterias
es facil de producir a gran escala. Una de

las limitaciones, no obstante, es la velocidad

de crecimiento de algunas especies, pues,

en cultivo liquido, puede tomar cerca de una
semana; sin embargo, la continua bdsqueda

de nuevas especies, asi como la evaluacion

de nuevas técnicas de crecimiento y aditivos,
prometen reducir estos tiempos.

En la Coleccién de Microorganismos con Interés
en Biofertilizantes de AGROSAVIA se almacena

una amplia coleccidn de rizobios con diferentes
especificidades de asociacion. Estos han sido
empleados para la fertilizacién de cultivos de
consumo humano, como frijol, lenteja o arveja,
entre otros; para cultivos de consumo animal,
como alfalfa o trébol, y para la implementacién

de los elementos arbéreos en sistemas
silvopastoriles, como leucaena o acacia. También
se han logrado algunos avances en su produccién
masiva, incluyendo su produccién a gran escala

y su almacenaje a largo plazo. Por muchos anos,
AGROSAVIA ha comercializado productos a base de
rizobios para su aplicacion en diferentes cultivos
(Rhizobiol Arveja); sin embargo, la investigacion
técnica continda para su expansion a otros cultivos
y una producciéon mas eficiente (Rojas T. et al.,
2009). Asi, recientemente, el uso de rizobios ha
sido expandido a cultivos de gramineas en los que,
a pesar de no establecerse una relacién simbiética
como la previamente descrita, el efecto positivo de
su aplicacién es también indudable.
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Mecanismos de interaccion
planta-microbio: lecciones desde
el patosistema modelo de tomate-
Pseudomonas syringae

En el curso de la evolucién, las plantas han desarrollado
y usado distintas formas de defensa ante el ataque
de los microorganismos. Por ejemplo, la presencia
de paredes celulares gruesas, de una capa cerosa de
cuticula o de una capa externa de corteza que cubre el
exterior del tallo es una estrategia de proteccién fisica
que previene la entrada de microorganismos al interior
de las células vegetales. No obstante, cuando un
microorganismo atraviesa dichas barreras fisicas, se
activan, por parte de la planta, mecanismos de defensa
adicionales llamados PTI (pattern-triggered immunity) y
ETI (effector-triggered immunity) (Dangl & Jones, 2001;
Jones & Dangl, 2006).

El proceso de reconocimiento inicial de los
microorganismos por parte de las plantas, en general,
se da por la presencia de ciertas caracteristicas
moleculares de las bacterias que las plantas pueden
detectar mediante proteinas receptoraslocalizadasenla
superficie de las células vegetales. La proteina flagelina
(una subunidad del flagelo en organismos con motilidad
flagelar) (Felix et al., 1999), el factor de elongacién EF-
Tu (una proteina abundante requerida para el proceso
de traduccion) (Kunze et al., 2004), el peptidoglicano
(un componente esencial de la pared celular bacteriana
en la mayor parte de las bacterias) (Bittner, 2016) o
la quitina fangica (componente de la pared en hongos)
(Ito et al., 1997) son solo algunos ejemplos de estos
patrones moleculares asociados a microbios, que se
conocen como MAMP (microbe-associated molecular
patterns). Debido al alto nivel de conservacidon de dichas
caracteristicas, tanto en bacterias patégenas como en
PGPB, su reconocimiento produce la activaciéon de una
respuesta basal o PTI, la cual se describe a continuacién.
Como resultado de la induccién de esta primera capa
de defensa, se incrementa la produccién de RoOS y se
activan las cascadas de senalizacidn tipo quinasa, entre
otras respuestas, que logran restringir el crecimiento
de los microorganismos (Zipfel, 2014).

La PTI es un mecanismo de resistencia basal que
provee una respuesta inmune robusta ante el ataque

de muchos microorganismos; no obstante, algunos
microorganismos patégenos han evolucionado para
reprimir la PTI. Su estrategia consiste en producir y
secretar proteinas de virulencia llamadas efectores en
elinterior de la célula vegetal, a través delinyectosoma
o sistema de secrecion tipo 11 (Bittner, 2016). En
respuesta, las plantas han desarrollado una segunda
capa de defensa incorporando proteinas receptoras
intracelulares, las cuales detectan la actividad de los
efectores una vez que son translocados al interior de
la célula huésped durante el proceso de infeccidn.
El reconocimiento del efector por parte del receptor
intracelular lleva a la activacién de la ETI, la cual
se asocia con la muerte celular del tejido vegetal
infectado, lo que impide la multiplicacién del patégeno
y la colonizacidn del huésped (Jones & Dangl, 2006).

Gracias al descubrimiento del sistema de secrecién
tipo 11 en bacterias patégenas de plantas y
animales, se ha podido determinar su importancia
en la interaccién bacteria-huésped. Un ejemplo
ampliamente estudiado es la bacteria Pseudomonas
syringae pv. tomato (Pst) (Roine et al., 1997). Pst
DC3000 es una de las cepas mejor caracterizadas
debido a su capacidad para infectar a la planta modelo
Arabidopsis thaliana, asi como al tomate (Solanum
lycopersicum) (Preston, 2000). Pst DC3000 cuenta con
un total de 36 efectores, dentro de los cuales AvrPto es
uno de los mas estudiados (Buell et al., 2003; Ronald
etal.,, 1992). En el momento de la infeccidn, el sistema
de secrecidn tipo 111 moviliza el efector AvrPto desde
el citoplasma de la bacteria hacia el citoplasma de la
célula vegetal huésped, donde el efector es detectado
por el receptor intracelular Pto (Martin et al., 1993).
La interaccién proteina-proteina entre AvrPto y Pto
recluta la proteina Prf, la cual reconoce este complejo
de proteinas y cuya presencia confiere resistencia
ante cepas de Pst que expresen el efector AvrPto
(Pedley & Martin, 2003; Salmeron et al., 1996). Es asi
como Psty S. lycopersicum conforman un patosistema
que ha permitido el estudio de la especificidad
huésped-patégeno.
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Al igual que Pst, las PGPB, como Rhizobium, emplean el
sistema de secrecidn tipo 11 para infectar a su planta
hospedera (Schmeisser et al., 2009). Sin embargo,
a diferencia de la actividad parasitica de Pst sobre el
tomate, las PGPB interactian de manera mutualista con
el huésped, lo que indica la presencia de mecanismos
de supresion de la respuesta inmune de la planta, y
esto les permite a las PGPB evadir el reconocimiento
por parte de la PTI e infectar exitosamente a su
huésped. Por esta razén, la interaccion planta-rizobio
se ha establecido como un modelo para estudiar las
estrategias empleadas por este endosimbionte para
colonizar plantas leguminosas.

Lasbacterias PGPBposeenciertos patrones moleculares,
como la presencia de flagelina y la secrecién de
exopolisacaridos (EPS) o lipoquitooligosacaridos (Lco),
los cuales estan asociados con la evasion de la deteccion
de la bacteria por parte de la planta (Liang et al., 2013;
Poole et al., 2018). Por ejemplo, la PePB Burkholderia
phytofirmans, cuya flagelina contiene el patrén
molecular flg22, reconocido por la proteina receptora
del huésped FLS2, provoca una respuesta inmune débil
en comparacién con la respuesta de otras bacterias
fitopatégenas en plantas de mora (Trda et al., 2014). Por
otro lado, la percepcidn de Rhizobium por parte de las
plantas leguminosas estd asociada a la presencia de
EPs. Con la identificacion de la proteina receptora Epr3
en la planta leguminosa silvestre Lotus japonicus, se
ha podido establecer que la unién de las moléculas de
EPS con el receptor Epr3 contribuye a la supresién de la
reaccion inmune (Kawaharada et al., 2015). Por ultimo,
los Lco o factores Nod sintetizados por Rhizobium han
demostrado tener la capacidad de bloquear la activacién

de PTI en plantas como Arabidopsis thaliana, tomate,
maiz y soya (Liang et al., 2013). En conclusidn, las PGPB
han desarrollado estrategias efectivas para modular la
amplitud de la respuesta inmune en el nivel de la PTI,
con el fin de asegurar un proceso de infeccién exitoso
en las plantas.

El andlisis de genomas y estudios de mutagénesis
en rizobios han revelado la presencia de genes
codificantes para el sistema de secrecién tipo 1. Si
bien esta maquinaria es considerada exclusiva para
patdgenos de plantas y animales, su presencia en PGPB
como Rhizobium sugiere una funcién en la interaccién
simbidtica entre la bacteria y la planta leguminosa
(Marie et al., 2001; Tampakaki, 2014). Algunas otras
bacterias en las que también se han reportado sistemas
de secrecién son Sinorhizobium fredii NGR234 (Viprey et
al., 1998), Bradyrhizobium japonicum USDA110 (Krause
et al., 2002) y Mesorhizobium loti MAFF303099 (Okazaki
et al., 2010). En Rhizobium, los genes codificantes del
sistema de secrecidn se encuentran presentes en
el plasmido pSym y se expresan en respuesta a la
percepcién de flavonoides liberados por la raiz de la
planta (Tampakaki, 2014). No obstante, la presencia
del sistema de secrecidon tipo 11l en algunos rizobios
no indica que esta maquinaria sea ubicua entre ellos.
Adicionalmente, la presencia de este sistema de
secrecion no se correlaciona con el rango hospedero de
la bacteria simbiética o con que dicha maquinaria sea
funcional y secrete proteinas de virulencia durante el
proceso simbiotico (Marie et al., 2001), de manera que
aun se desconoce con exactitud cudl es la contribuciéon
del sistema de secrecién tipo 11 en la simbiosis
Rhizobium-planta.
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Avances en el estudio de las proteinas efectoras, el
sistema de secrecion tipo 111 y su papel en la simbiosis
han sido ampliamente reportados en las cepas S. frediiy
M. lotiNGR234.Las proteinas translocadas por el sistema
de secrecion tipo 11l en Rhizobium se han denominado
nops (nodulation outer proteins), siguiendo el modelo
de nomenclatura utilizado en Yersinia (Marie et al,
2001). Dichas proteinas han mostrado tener un efecto
benéfico e inducir genes relevantes en la simbiosis con
el objetivo de suprimir la respuesta inmune de la planta
y de incrementar la eficiencia de nodulacién. Ademas
del transporte de las nops por parte del sistema de
secrecion tipo 11 de Rhizobium, se ha reportado la
presencia de proteinas efectoras pertenecientes a las
familias YopT y YopJ, las cuales tienen ortdlogos en las
bacterias Erwinia y Pst (Hotson & Mudgett, 2004; Marie
et al.,, 2001). No obstante, a diferencia del caso de las
bacterias fitopatdgenas, el sistema de secrecién tipo
Il en Rhizobium no es esencial para infectar la célula
hospedera, ya que existen cepas capaces de formar
nddulos enraices de plantas leguminosas en ausenciade
dicho sistema, aunque estudios con cepas de Rhizobium
que si expresan este sistema han demostrado que su
presencia tiene un efecto benéfico en la formacién de
nddulos en distintas especies de plantas leguminosas
(Tampakaki, 2014).

La secuenciacién de genomas de bacterias simbidticas
ha detectado la presencia de sistemas de secrecién, asi
como de proteinas efectoras ortélogas, para bacterias
patégenas (Nelson & Sadowsky, 2015), en otros modelos
de simbiosis, como la interaccién entre Sinorhizobium
spp. Yy Medicago spp. A diferencia de Rhizobium,
Sinorhizobium posee un sistema de secrecién tipo v,
el cual es usado por las bacterias patogénicas para
translocar moléculas de ADN, toxinas y proteinas
efectoras (Berger & Christie, 1994). La secrecién de
estas moléculas hacia las células vegetales es clave
para iniciar el proceso de infeccion en el hospedero.

Estudios de genética inversa han identificado genes
putativos codificantes para proteinas efectoras en
cepas de Sinorhizobium meliloti y Sinorhizobium
medicae; un ejemplo es la proteina efectora TfeA,
inyectada por el sistema de secrecion tipo Iv de
Sinorhizobium spp. Analisis del impacto de un mutante
en TfeAen lacepade Sinorhizobium spp. establecieron
una relacién directamente proporcional entre la
ausencia de esta proteina efectora y la disminucién
en el ndmero de nédulos formados durante la

simbiosis con Medicago truncatula (Nelson et al.,
2017). Por otro lado, estudios del efecto de la delecidn
del sistema de secrecidn tipo Iv en Sinorhizobium spp.
establecieron una alta correlacién entre su ausencia
y la baja competitividad en la formacién de nédulos
con respecto a la cepa silvestre. Similarmente, este
fenotipo ha sido observado en otros modelos de
interaccion planta-bacteria. Por ejemplo, la mutacién
del sistema de secrecion tipo 1v en M. loti 0 alguno de
sus efectores ocasioné una reduccién en el nimero
de noédulos formados por su planta simbiédtica
Lotus corniculatus (Hubber et al., 2004). Asi pues,
en conjunto, estos resultados muestran cémo el
sistema de secrecidn tipo Iv o las proteinas efectoras
translocadas a través de este modulan la interaccién
planta-bacteria durante la simbiosis.

En resumen, hay muchos factores que contribuyen
en la interaccién planta-bacteria. A lo largo de este
capitulo hemos mostrado distintos escenarios en los
que la presencia de proteinas efectoras o del sistema
de secrecién es requerida para la colonizacién de
la planta huésped. No obstante, hay excepciones
en las que, aun en ausencia de estos, la bacteria
logra colonizar la planta e incluso generar un mayor
nimero de nédulos. Estas diferencias en la respuesta
presentada se deben a la presencia de genes de
resistencia en las plantas, los cuales, al reconocer los
MAMP o las proteinas efectoras translocadas por el
sistema de secrecién, inducen una respuesta inmune
tipo PTI 0 ETI, respectivamente, con la que previenen la
formacion de ndédulos en la planta (Hubber et al., 2004;
Yasuda et al., 2016).

Finalmente, el estudio de la funcién de las proteinas
efectoras transportadas por los sistemas de secrecién
en PGPB proporcionard mas informacién sobre cémo
las rizobacterias se comunican con el huésped
para alterar la funcién de las células vegetales e
incrementar la formacién de nédulos. Aun quedan
muchos interrogantes por resolver en la interseccidn
de la microbiologia de suelos y la fitopatologia
molecular. Preguntas enfocadas en conocer cémo las
plantas pueden atraer microorganismos benéficos
y al mismo tiempo evitar ser colonizadas por
microorganismos patdégenos presentes en el suelo,
o0 cédmo las interacciones microbio-microbio afectan
las interacciones planta-microbio, abarcan 4areas
de investigacion de interés actual en el campo de la
biologia molecular de plantas y microbios.
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El avance en las técnicas
de secuenciacion y
edicion génica prometen
revolucionar diferentes
campos de la biologia,
incluyendo la salud
humana y la produccion
vegetal, ya sea mediante
la modificacion genética
de las especies o mediante
el mejoramiento de

sus interacciones con

sus microbiomas.

Perspectivas

La composicién de estos microbiomas puede desempenar un papel
determinante en la salud del hospedero, humano y vegetal, y por tanto
el entendimiento de sus funciones e interacciones es clave para su uso
racional. A continuacidn se presentan algunas de las perspectivas en el uso
e implementacion de tecnologias basadas en PGPB.

Biologia mecanistica en PGPB e
ingenieria biomolecular

Aunque muchos de los mecanismos asociados a la promocién del crecimiento
vegetal han sido descifrados, todavia muchas preguntas quedan por ser
respondidas, algunas de las cuales estan enfocadas en las bases moleculares
de la interaccidn entre la planta y los microorganismos. Por ejemplo, ;c6mo
la planta y los microorganismos se comunican?, ;cdmo la composicién de los
exudados conlleva cambios particulares en el perfil de expresién génica de
las bacterias?, ;como se da el proceso de colonizacién radicular en especies
enddfitas?, jcdmo el microorganismo previene la accién del sistema inmune
de la planta? En realidad, muchas de estas lecciones pueden ser extraidas del
conocimiento existente de la interaccién entre planta y fitopatégenos, como
se describid previamente, pero mas investigacion es requerida para descifrar
estas vias moleculares en organismos benéficos.
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El conocimiento de los detalles moleculares que
gobiernan la interaccién entre pGPB y la planta es
esencial. Primero, es critico conocer las sehales que
emite la plantay la bacteria sensa para lograr la primera
interaccion. Estos mecanismos, por ejemplo, son bien
entendidos en los rizobios, en los que los flavonoides
exudados por la planta llevan a la sintesis bacteriana
del factor Nod; la secrecién de Nod, posteriormente,
resulta en la modificacién del perfil génico de la planta
y en la formacién de la estructura especializada
conocida como nddulo. Si otros mecanismos asociados
estdn involucrados en el establecimiento de otras
interacciones planta-microorganismo, aun deben ser
investigados con mas detalle. Segundo, en el caso de
que estos organismos sean capaces de invadir el tejido
radicular, la identificaciéon de las senales moleculares
que le permiten al microorganismo ocultarse del
sistema inmune de la planta es clave. Por ejemplo,
las plantas pueden identificar la presencia de la
proteina flagelina flg22; la existencia de variaciones
en esta proteina, la cual es altamente conservada, o la
sustitucion de esta por otra proteina homoéloga podrian
evitar el reconocimiento por parte del huésped vy, por
tanto, favorecer el establecimiento de la interaccién.
Un conocimiento mas profundo de estos detalles
moleculares podria favorecer la seleccién de variantes
microbianas con mayor potencial y, por tanto, el diseno
de inoculantes mas eficientes.

Adicionalmente, esimportante entender los mecanismos
qgue regulan algunas de las capacidades de promocidn de
crecimiento vegetal. Si bien algunos mecanismos, como
la fijacién de nitrégeno —simbidtica y asimbidtica—, son
entendidos en alto detalle, otros, como la solubilizacién
de fésforo —inorgdnico u organico—, la produccién de
moléculas tipo fitohormona o los mecanismos a través
de los cuales las bacterias protegen a las plantas de
algunos estreses abidticos, como salinidad o sequia,
son entendidos en menor grado. Con respecto a la
solubilizacion de fésforo, es importante entender si en
algunas especies el proceso se da de forma inducible,
lo que se puede lograr mediante 1) el analisis de
transcriptomas bacterianos en diferentes condiciones,
2) el uso de screenings insesgados de mutantes
bacterianos generados con transposones o la tecnologia
crISPR-Cas 3) y el uso de herramientas tradicionales
de biologia molecular. El entendimiento de las vias
moleculares asociadas puede permitir la seleccién de
mejores cepas o el mejoramiento de las ya existentes.
En el caso de la sintesis de compuestos tipo fitohormona,
es importante identificar los genes asociados y su
regulacién, por medio de una estrategia similar a la

descrita para la solubilizacién de fédsforo. Finalmente, es
necesario entender la forma como las bacterias influyen
positivamente sobre plantas que crecen en presencia de
estreses abioticos debido a la disminucidn en el tamafo
de las dareas cultivables por deforestacién o cambio
climatico, y aunque los resultados de AGROSAVIA y otros
grupos de investigacion sugieren un papel fundamental
de las bacterias en la prevencién del estrés hidrico,
los mecanismos involucrados aun no son entendidos
completamente.

En resumen, un mayor conocimiento de la biologia basica
nos permitird seleccionar mejores microorganismos
y disefar inoculantes mas eficientes para diferentes
cultivos, lo cual, junto con el uso de herramientas
integradas de manejo de los cultivos, puede impactar en
los costos econémicos de produccidn y, por tanto, en la
competitividad del sector agricola.

Disenno de comunidades
bacterianas sintéticas

En el suelo, al igual que en otros ecosistemas, la
competencia por nutrientes y nichos ecoldgicos es feroz.
Para ganar acceso a recursos y colonizar un nicho, algunos
microorganismos sintetizan antibiéticos, catabolizan fuentes
inusuales de carbono y otros nutrientes, respiran aceptores
de electrones alternativos, usan estrategias sofisticadas
para la colonizacion del hospedero, etc., y por ello no solo
sus propiedades como PGPB pueden ser consideradas en
el proceso de seleccidon de inoculantes bioldgicos. Es por
ello por lo que, en ocasiones, el efecto benéfico de estos
organismos debe ser evaluado primero in vivo, para tomar
decisiones mas informadas acerca de su potencial para
promover el crecimiento de especies vegetales.

Diversos estudios del microbioma de las plantas han
revelado una diversidad de especies asociadas a la
rizésfera mas grande de lo que se estimaba, lo cual
no solo refleja la complejidad de las interacciones
que ocurren en este ecosistema, sino que también
evidencia los retos que una bacteria con potencial
demostrado para la promocién del crecimiento tiene
que sobrellevar para ejercer un efecto sobre la
planta. Adicionalmente, este contexto ilustra que la
modulacidn de comunidades naturales o el disefo de
comunidades sintéticas pueden garantizar una mayor
probabilidad de éxito, puesto que suponen una mayor
capacidad de colonizacién del nicho y, por tanto, de
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efecto sobre la planta. Los aspectos técnicos para la elaboracién de un
inoculante biolégico basado en el manejo de la comunidad microbiana
de la rizéosfera requieren, no obstante, de mucha investigacién,
puesto que el nimero de posibles interacciones bipartitas (en el caso
minimo) de un nimero n de microorganismos crece exponencialmente.
Alternativamente, el uso de modelos estadisticos puede poner en
evidencia el nimero minimo de microorganismos de una coleccién
de microorganismos que se requieren para afectar positivamente
el crecimiento de las plantas. En todo caso, el entendimiento y la
modelacién de las complejas relaciones que ocurren en estos ambientes
complejos permitiran disenar inoculantes con precisién y, asi, reducir
los costos econémicos y ambientales asociados al uso indiscriminado
de agroquimicos.

El disefo de comunidades sintéticas puede ser elaborado de forma
racionaly podriainvolucrar la evaluacién de las combinaciones factoriales
de microorganismos con capacidad comprobada para la promocién de
crecimiento vegetal con mecanismos complementarios. Es decir, se podria
evaluar el uso de microorganismos capaces de modular los niveles de
nitrégeno o fésforo disponibles en el suelo, sintetizar hormonas o proteger
a la planta de patégenos, por ejemplo. La evaluacion de estas capacidades
requiere de herramientas en biologia molecular que permitan aislar los
mecanismos asociados y asi poder seleccionar combinaciones sinérgicas.

Aiin mds, el conocimiento
generado relacionado con el
microbioma de las plantas
sugiere que mds géneros
microbianos deben ser
considerados en el proceso
de aislamiento, de modo
que el inoculante pueda
representar de manera

mds cercana la composicion
original del microbioma

de la planta. Futuras
investigaciones permitirdn
determinar la importancia
del microbioma inexplorado.
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Introduccion

La tendencia hacia cambios en los regimenes hidricos,
alteraciones en la estabilidad y composicién de los
suelos y, en general, el cambio climatico han generado
efectos importantes en la productividad de los
sistemas agricolas, lo que ha requerido un aumento
en el uso de agroquimicos de sintesis para lograr las
metas y los estandares de produccién (Tilman et al.,
2002). De esta manera, pareciera que la premisa en
el sector agricola es producir mas para satisfacer la
demanda, sin importar las consecuencias del método
que se emplee.

La mayoria de los métodos disponibles para el manejo
y control de los cultivos se basa en el mejoramiento
de las propiedades fisicoquimicas del suelo, dejando
los factores bioldgicos como un tema de menor
importancia (Food and Agriculture Organization
of the United Nations [Fao], 2002). Sin embargo, el
conocimiento de los factores bioldgicos del suelo se
ha desarrollado por siglos, desde Teofrasto (372-
287 a.C.), quien enuncié la importancia de mezclar
diferentes suelos para mejorar su riqueza, hasta la
actualidad, cuando se conoce el uso de bioinsumos
como una alternativa para una agricultura sostenible
(Prasad et al., 2019). Sin embargo, los principios de
la biologia del suelo relacionada con la promocién
del crecimiento de la planta solo se conocen desde
un siglo atrds, cuando Hellriegel y Wilfarth iniciaron
investigaciones sobre la fijacidn bioldgica de nitrégeno
(N) atmosférico, y cuando Lorentz Hiltner, en 1904,
descubrié que la capa de suelo inmediatamente
aledana a las raices de las plantas es mas rica
biolégicamente que el suelo que no tiene influencia
radicular (Bhattacharyya & Jha, 2012).

En 1978, Kloepper y Schroth, de la Universidad de
Berkeley, denominaron PGPR (plant growth promoting
rhizobacteria) a las bacterias que se encuentran
adyacentes a las raices de las plantas y generan
efectos positivos en su crecimiento, y se enfocaron
principalmente en los mecanismos indirectos de

promocion del crecimiento vegetal (Kloepper et al.,
1980; Kloepper & Schroth, 1978). De forma paralela
pero independiente, el estudio de las bacterias que
mejoraban el crecimiento vegetal por medio de
mecanismos directos salio a la luz por investigaciones
realizadas por Dobereiner y Day (1976) y Bashan et al.
(1989), siendo estos ultimos los encargados de estudiar
los microorganismos benéficos de vida libre con
efectos de promocion del crecimiento vegetal, a los que
posteriormente Bashan y Holguin denominaron PGPB
(plant growth promoting bacteria). Esta denominacion no
esta relacionada solo con la rizésfera, sino que agrupa
bacterias benéficas para el crecimiento de las plantas
aisladas de diversas fuentes. A su vez, estos autores
propusieron clasificar estos microorganismos en PGPB,
para aquellos que actian por mecanismos directos de
promocion, y biocontrol-pGPB, para aquellos que actuan
por mecanismos indirectos (Bashan & Holguin, 1998).
Otros términos, como YIB (yield increasing bacteria) y
EPR (emergence-promoting rhizobacteria), también se
encuentran en la literatura, pero han tenido menor
aceptacion (Ramirez & Kloepper, 2012).

Los mecanismos de promocidn de crecimiento que
estos microorganismos empleanincluyen la sintesis de
fitohormonas (Egamberdieva et al., 2017); el aumento
en la disponibilidad de nutrientes como nitrégeno (N),
fésforo (P)y potasio (K), entre otros (Mendesetal., 2013);
la supresidén de fitopatégenos como protozoos, virus,
nematodos, bacterias y hongos, debido a la produccién
de compuestos antibidticos (Raaijmakers et al., 2009);
la competencia por espacio y alimento, predacion y
parasitismo (Moreno Reséndez et al., 2018); ayuda
para superar el estrés abiético debido a exceso de sal
en los sustratos, sequia y altas o bajas temperaturas
(Viscardi et al., 2016), y la activacidn de las respuestas
de defensa en las plantas (Pertot et al., 2013). Estos
mecanismos estdan muy bien documentados para
proteobacterias y firmicutes, especialmente de los
géneros Azospirillum, Pseudomonas y Bacillus (Bashan
& De-Bashan, 2010; Tiwari et al., 2019).
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Una caracteristica importante de
las PGPB, ademds de la promocion
del crecimiento, es su habilidad
para colonizar la rizdsfera de la
planta y mantener una relacion
estable con la superficie de las
raices (Bais et al., 2004).

El proceso de colonizaciéon requiere de diferentes pasos:
reconocimiento, adherencia, colonizacién y crecimiento de la
poblacion. Cada uno de ellos se ve favorecido por diversas
capacidades de produccién de metabolitos de estas PGPB. Entre
estas capacidades, se destaca la produccién de biopeliculas
(Bais et al., 2004), de exopolisacaridos (EPs) (Branda et al.,
2006), de enzimas (Hassan et al., 2019) o de lipopéptidos
(Beauregard, 2015).

A continuacion, en la figura 3.1, se presentan, de forma detallada,
los diferentes mecanismos de promocién de crecimiento vegetal,
agrupados como directos e indirectos; ademas, se presentan las
capacidades microbianas que favorecen la colonizacién de las
raices para que esta promocidn se haga efectiva.

Raices de tomate variedad Chonto Santa Cruz inoculadas con B. subtilis EA-CB0575, bacteria promotora de crecimiento vegetal, 5 dias

posinoculacién. Técnica: caro-FisH con la sonda HRP-Bs575 (Bsub-ss-0463-aA-22a ) marcada con Atto 488-NHS-tiramida (emisién verde).

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe
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Figura 3.1. Mecanismos directos e indirectos de promocién del crecimiento vegetal y capacidades

de las PGPB para facilitar la activacién de estos mecanismos en la planta.
Fuente: Elaboracién propia

Mecanismos de promocion

de crecimiento vegetal

mediados por:

)

Mecanismos directos
de promocion de
crecimiento vegetal

Produccion de
biopeliculas

Mecanismos indirectos
de promocion de
crecimiento vegetal

|

Disponibilidad
de nutrientes

—o de potasio
—o0 de fosforo
—O de hierro

—oO fijacion de
nitrégeno

de antibioticos o—

Produccion
de enzimasy
quorum sensing

|

Produccion de

Regulacién de hormonas y
sustancias relacionadas con
crecimiento vegetal

lipopéptidos

Movimientos

auxinas

bacterianos,
colonizacion y
gquimidstasis

citoquininas acido
abscisico
o o o
giberelinas etileno jasmonatos

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

de sideroforos o—

de enzimas o—
liticas

|

Produccion de
compuestos
para control
de patogenos

Induccion de
resistencia sistémica

Mecanismos de promocion
de crecimiento vegetal

Son diversos los mecanismos que pueden estar
implicados en las interacciones entre planta y PGPB.
Se considera que la comprensiéon de las formas de
accion de las pePB puede ayudar a seleccionar de
forma eficiente los microorganismos promisorios
para el desarrollo de productos para la agricultura
(Bhattacharyya & Jha, 2012; Ramirez & Kloepper, 2012).
Estos mecanismos se clasifican endos grandes grupos:
los directos, relacionados con la nutricion vegetal y la
biofertilizacién de las plantas al ser inoculadas con los
microorganismos PGPB, y los indirectos, relacionados
con el control de patégenos que pueden afectar las
plantas (Bashan & Holguin, 1998).

Mecanismos directos
de promocion del
crecimiento vegetal
por PGPB

Solubilizacién o fijacién
de nutrientes

Algunas bacterias promotoras de crecimiento solubilizan
o mineralizan el P del suelo, ya sea organico o inorganico
(Shrivastava et al., 2018), solubilizan el K (Gupta et al., 2015)
o fijan el N atmosférico (Glick, 2012). Estos son mecanismos
de promocién por solubilizacién-mineralizacion o fijacién
de nutrientes, y hacen disponibles nutrientes que no son
asimilables o de facil absorcién para las plantas, por lo que
mejoran su nutricion.

Solubilizacién de fésforo

Los bajos niveles de P en los suelos pueden limitar el
crecimiento de las plantas. Los suelos contienen diferentes
formas de P, pero, en sumayoria, no son disponibles para las
plantas, las cuales solo pueden absorberlo en sus formas
monobasica (H,PO,) o dibasica (HPO,*) (Vessey, 2003).
Algunos microorganismos promotores de crecimiento
mineralizan o solubilizan el P del suelo convirtiéndolo a las
formas asimilables, ya sea por produccién de enzimas, como
las fitasas, fosfomonoesterasa no especifica, fosfatonasas
o C-P liasas, en caso de P organico; por produccién de
acidos orgdnicos, como acido glucénico, oxalico, malénico,
succinico, citrico y propionico, iones hidroxilo, CO,,
siderdéforos y protones (Rodriguez et al., 2006; Sharma
et al, 2013), o por extrusién de protones (Lugtenberg &
Kamilova, 2009), en caso de P inorganico. Diversos géneros
bacterianos, entre los que se encuentran Azospirillum
spp., Azotobacter spp., Bacillus spp., Burkholderia spp.,
Enterobacter spp., Erwinia spp., Herbaspirillum spp.,
Flavobacterium spp., Microbacterium spp., Serratia spp.,
Pseudomonas spp. y Rhizobium spp., entre otros, han sido
reportados como solubilizadores de fosfatos (Antoun &
Prévost, 2006; Romero-Perdomo et al., 2021).

Se reporta la produccién de acidos organicos como
el principal mecanismo de solubilizacion del fosfato
inorganico. Los acidos organicos producidos por bacterias
solubilizadoras de P tienen una accién directa en la
acidificaciéon del medio, la quelacién, la precipitacion y
las reacciones de oxidacion-reduccion en la rizésfera
(Kucey, 1988). Algunos 4&cidos producidos por estos
microorganismos se presentan en la tabla 3.1, entre los
cuales el glucénico ha sido considerado como el acido
clave para la solubilizacion de fosfato (Rashid et al., 2004).
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® Tabla 3.1. Produccién de dcidos orginicos por bacterias

solubilizadoras de fosfato

Fuente: Elaboracién propia con base en Santos Torres (2020)

Acido acético

Ruta biosintética: Oxidacién incompleta de
azucares (fermentacién acética)

Bacterias: Acetobacter aceti, Gluconobacter

oxydansy Pseudomonas fluorescens

Referencia: Singh y Amberger (1998)

n Acido oxilico
Ruta biosintética: Acidos tricarboxilicos
Bacteria: Pseudomonas fluorescens

Referencia: Singh y Amberger (1998)

B Acido succinico
Ruta biosintética: Ciclo del glioxilato y
4cidos tricarboxilicos
Bacterias: Pseudomonas putida'y

Pseudomonas fluorescens

Referencia: Liu et al. (1992)

n Acido malico
Ruta biosintética: Acidos tricarboxilicos
Bacteria: Bacillus megaterium

Referencia: Singh y Amberger (1997)

H Acido propiénico
Ruta biosintética: Acidos tricarboxilicos

Bacteria: Bacillus megaterium

Referencia: Chen et al. (2006)

n Acido 2-cetoglucénico
Ruta biosintética: Oxidacién directa de la glucosa
Bacterias: Rhizobium leguminosarum,
Rhizobium meliloti 'y Bacillus firmus
Referencia: Halder et al. (1990)

Acido glucénico
Ruta biosintética: Oxidacién directa de la glucosa
Bacterias: Erwinia herbicola, Pseudomonas cepacia’y
Burkholderia cepacia
Referencias: Illmer y Schinner (1992), Liu
etal. (1992) y Goldstein et al. (1993)

n Acido milico, 2-cetogluconico,
succinico/lictico
Ruta biosintética: Oxidacién directa de la glucosa
Bacteria: Rhizobium tropici
Referencia: Marra et al. (2015)

n Acido férmico
Bacteria: Burkholderia cepacia
Referencia: Li et al. (2010)

m Acido glucénico
Ruta biosintética: Oxidacion directa
de la glucosa (quinoproteina glucosa
deshidrogenasa); oxidacién directa de la glucosa
(1-deshidrogenasa-pirroloquinolina quinona)
Bacterias: Rhizobium sp. y Herbaspirillum sp.
Referencia: Santos-Torres et al. (2021)

La accidn de los acidos orgdanicos en la solubilizacién
de minerales puede atribuirse a que disminuyen el pH
y a que forman complejos estables con Ca*?, Mg*?, Fe*3
y Al*3 (figura 3.2). Estas reacciones similares ocurren

cuando se previene la fijacion de fosfatos solubles
anadidos al suelo como fertilizantes (Paredes-Mendoza
& Espinosa-Victoria, 2010).

® Figura 3.2. Mecanismos inorgédnicos y organicos de solubilizacién

de fosfatos por microorganismos.

\
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Nota: R: Compuesto quimico unido al grupo funcional generado en la reaccién; Eps: Exopolisacéridos.

Fuente: Elaboracién propia con base en Prabhu et al. (2019)
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Microorganismos presentes en las raices de banano (Musa AAA var. Williams). Técnica: carp-FisH con la sonda HRP-Bs575 (Bsub-ss-

0463-aA-22a) marcada con la tiramida de CF 555-SE (emisién roja).

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe

La producciéon de acidos inorganicos como el acido
sulfurico, el acido nitrico y los Aacidos carbodnicos
también ha sido reportada como un mecanismo de
solubilizaciéon de fosfatos (Rodriguez et al., 2006). Estos
acidos reaccionan con compuestos de fosfato insolubles
y los convierten en formas solubles, aunque se ha
descrito que la efectividad de los acidos inorganicos en
la liberacion de ortofosfato parece ser menor que la de
los acidos organicos (Vazquez et al., 2000). También se
ha reportado que la solubilizacién de fosfatos ocurre
incluso sin producciéon de acido, caso en el cual la
acidificacion del medio ocurre debido a la excrecion
de H*, que se presenta, asi, como un mecanismo
alternativo de solubilizacién de fosfato inorganico. La
excreciéon de H* se origina por la asimilacién del NH *,
la produccion de H,CO, en la respiracion y la extrusion
de aniones de acidos organicos (Prabhu et al., 2019).
La producciéon de EPs tiene un efecto indirecto en la
solubilizacién de P. Estos EPS son producidos en gran
parte por los microorganismos en respuesta al estrés
ambiental. Los estudios sobre EPS microbianos han
revelado su capacidad para unirse a metales en el
suelo, por lo que pueden influir en la solubilidad de
los fosfatos metalicos en el suelo (Ochoa-Loza et al,,
2001). Asimismo, a la produccion de sideroéforos se le

ha atribuido su influencia indirecta en la solubilizacién
de fosfatos de hierro en el suelo, ya que los sideroéforos
son sustancias secretadas por los microorganismos
gue muestran afinidad por la quelacién del Fe.

En cuanto a la mineralizacién de fosfatos orgdnicos en
los suelos, como los presentes en los acidos nucléicos,
fosfolipidos, fosfonatos, acido fitico, polifosfonatos y
fosfatos de azucar, se ha reportado su dependencia de
enzimas microbianas como las fosfomonoesterasas
o la fosfohidrolasa, las fitasas, la fosfonatasa y las
C-P liasas. Las fosfomonoesterasas desfosforilan
los enlaces fosfoéster o fosfoanhidrido de la materia
orgdnica liberando iones fosfato. En funcion de
su pH o6ptimo, se dividen en fosfomonoesterasas
acidas o alcalinas, que pueden ser producidas por
los microorganismos solubilizadores de fosfato
dependiendo de las condiciones externas (Kim et al.,
1998). Las enzimas fitasas hidrolizan compuestos
de 4cido fitico o mioinositol fosfato liberando el P
(Estrada-Bonilla et al., 2021). La fosfonatasa y la C-P
liasa hidrolizan los enlaces éster de los fosfonatos
(p. ej., fosfoenol piruvato, fosfonoacetato) y convierten
a estos ultimos en hidrocarburos e iones fosfato para
su asimilacion (Prabhu et al., 2019).

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Solubilizacién de potasio

Aunque el K estd presente en el suelo como un
elemento abundante o se aplica en los campos como
fertilizante natural o sintético, solo el 1 o 2% de
este esta disponible para las plantas, pues el resto
estd unido a otros minerales y, por lo tanto, no esta
disponible. Los componentes del K en el suelo mas
comunes (90-98 %) son el feldespato y la mica (McAfee,
2008). Ciertos microorganismos (hongos y bacterias)
son capaces de disolver el K insoluble y ponerlo a
disposicion de las plantas; estas poblaciones de
microorganismos solubilizadores de K estan presentes
en el suelo rizosférico y promueven el crecimiento de
las plantas (Meena et al., 2014). Se conoce una amplia
gama de microorganismos solubilizadores de K que
lo liberan y lo disponibilizan para la planta a partir de
minerales que contienen este elemento en el suelo;
los principales reportados son Bacillus mucilaginosus,
Bacillus edaphicus, Bacillus circulans, Paenibacillus
spp., Acidithiobacillus ferrooxidans, Pseudomonas
spp., Burkholderia spp. (Basak & Biswas, 2012; Lian
et al., 2002; Liu et al., 2012; Rajawat et al.,, 2011;
Sheng et al., 2008; Singh et al., 2010), Arthrobacter sp.
(Zarjani et al., 2013), Enterobacter hormaechei (KSB-8)
(Prajapati et al.,, 2013) y Paenibacillus mucilaginosus

(Liu et al., 2012). En general, se ha aceptado que el
mecanismo principal de la solubilizacién de K mineral
es la accién de acidos organicos sintetizados por
estos microbios (Meena et al., 2014). Estos acidos
estdn acompanados por reacciones de intercambio de
aciddlisis y complexdlisis, procesos clave atribuidos
a su conversién en forma soluble (Uroz et al., 2009).
Los mecanismos relacionados con la solubilizacién
de K son una disminucién en el pH o la mejora en la
guelacidén de los cationes unidos al K; ademas, también
se puede presentar aciddlisis del area circundante
de los microorganismos (Meena et al., 2014). De
los diferentes acidos organicos involucrados en la
solubilizacion de K insoluble, los &acidos succinico,
citrico, glucénico, a-cetoglucénico y oxalico son los
mas prominentes liberados por las cepas microbianas
(Archana et al., 2012; Zhang et al., 2013).

Fijacién de nitrégeno atmosférico

Este proceso es el primer paso en el ciclo del N
desde la atmdsfera hasta la bidsfera, y es clave en la
nutricién vegetal (Barea et al., 2005). Es un mecanismo
de biofertilizaciéon, ya que por medio de este el N del
aire, que se encuentra en una proporcién aproximada
del 78%, es fijado por las bacterias y puede ser

Evaluacién de la colonizacién rizosférica de B. subtilis EA-CBO575 en las raices de tomate Chonto Santa Cruz por medio de scanning electron

microscopy (sem). A la izquierda, imagen de microscopfa de una parte de rafz secundaria de la planta. A la derecha, zoom de fotografia de la
izquierda donde se pueden observar con mayor detalle los microorganismos en la rafz.

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe
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asimilado por las plantas para su nutricion (Ladha
& Reddy, 2003). Los procariotas son los unicos
organismos que producen la enzima nitrogenasa,
la cual cataliza la reducciéon del N, atmosférico
a amoniaco (Hoffman et al.,, 2014). Actualmente,
este mecanismo suma alrededor del 65% del
suplemento de N en los cultivos en el mundo, debido
principalmente a las leguminosas. Este proceso es
realizado por géneros bacterianos con la capacidad
de formar nédulos (simbiéticos) en la raiz, tales como
Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, entre
otros, o por fijadores asimbidticos, como Bacillus,
Pseudomonas, Aeromonas, Serratia y Azospirillum
(Bashan & De-Bashan, 2010). Este proceso es
molecular y genéticamente complejo, debido a que
existen dos componentes sensibles al oxigeno que
regulan la nitrogenasa; uno de ellos, el componente
I, se compone de 2 subunidades de B-proteinas, 2
subunidades de a-proteinas, 24 moléculas de Fe,
2 moléculas de molibdeno y un cofactor de Fe y
molibdeno, llamado FeMoCo. El componente Il, por su
parte, estd conformado por 2 unidades de proteinas
a asociadas a Fe; ademds, en este componente |l
se requiere de un complejo de magnesio y energia
en forma de ATP para que la nitrogenasa actle
reduciendo el N, hasta NH,, tal como lo presenta la
ecuacion (1).

N,+8H"+8e+16MgATP—2NH_ +H,1
+16MgADP+16Pi (1).

El proceso de fijacion de N puede ser monitoreado
debido a que, ademas de la reduccién ya enunciada, la
nitrogenasa reduce acetileno a etileno, y la deteccién
de este ultimo gas implica la presencia y accion de la
enzima (Glick et al., 2010). Las bacterias fijadoras de
N, simbidticas fijan el N dentro de los nédulos. A estos
microorganismos no se los considera PGPR, pues no
son bacterias de vida libre, pero si se consideran parte
de las PGPB, debido a su actividad benéfica en la planta.
Los nddulos se forman como respuesta a un proceso
de senalizacion iniciado cuando la planta secreta
flavonoides que inducen la expresién de los genes nod y
la produccion de los factores Nod. A su vez, las bacterias
secretan moléculas de lipoquitooligosacaridos (Lco) que
dan senales a la planta para desencadenar la divisién

Cultivo puro de B. subtilis EA-CB0575, una bacteria promotora
de crecimiento vegetal, observado por la técnica de cArDp-FisH

haciendo uso de la sonda HRP-Bs575 (Bsub-ss-0463-aA-22a)
marcada con Atto 488-NHS-tiramida (emisién verde).

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe
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mitética en las raices, penetrar en la corteza, formar los nédulos, reproducirse
y producir el complejo de la nitrogenasa, que actia a bajas concentraciones
de oxigeno. Este es un proceso simbiético, pues las bacterias entregan N
atmosférico a la planta en formas asimilables y la planta brinda a la bacteria
diversas fuentes de nutrientes (Hayat et al., 2010).

Sobre la genética de la fijacidn biolégica de N, se conoce que los genes nify
fix estan directamente implicados en el proceso, y han sido caracterizados
de forma detallada para bacterias tanto simbidticas como asimbidticas
(Bashan & De-Bashan, 2010; Merrick, 2005). Con base en estas
investigaciones, se han realizado inserciones de los genes nif a diferentes
especies de plantas, con el fin de mejorar la fijaciéon de N y la nutricién
vegetal. Los genes que deben transferirse para tal fin incluyen nifH, nifD
y nifK, los cuales codifican tres polipéptidos de la enzima nitrogenasa, y
los genes nifB, nifN y nifE, ademas de nifV, nifM, nifS y nifU, envueltos en la
sintesis del cofactor de Fe-molibdeno y de la proteina de Fe activa (Ladha
& Reddy, 2003).

Produccién de hormonas y reguladores
del crecimiento

La produccién de hormonas de crecimiento vegetal es el mecanismo de
promocién del crecimiento mas estudiado. Las bacterias que se encuentran
en la rizésfera pueden intervenir en el crecimiento vegetal por la produccién
de hormonas, tipo fitohormonas, como auxinas, giberelinas, citoquininas, acido
abscisico (ABa), etileno y jasmonatos (Ja) (Backer et al., 2018).

Produccién de auxinas

La hormona vegetal mas estudiada es el acido indolacético (ala), el cual
se ha reportado como un inductor del crecimiento vegetal que facilita la
iniciacién de raices, la division celular y la elongacidn (Kang et al., 2019).
Esta hormona pertenece al grupo de las auxinas, las cuales ayudan a
la proliferacion, elongacion y establecimiento de raices cuando tienen
contacto con la planta. Especificamente para el caso del AlA, se conoce
que se asocia también con algunas patologias, como infecciones por
Agrobacterium tumefaciens y diferentes patovares de Pseudomonas
syringae, induciendo la formacion de protuberancias en las plantas. El
AlA es un compuesto de la familia de los indoles que, al estimular la raiz,
mejora el anclaje de la planta en el suelo, la captacién de nutrientes y
la capacidad de supervivencia por parte de esta (Patten & Glick, 2002).
Los efectos que se generan a nivel vegetal por este indol dependen de su
concentracion: a bajas concentraciones, puede estimular el crecimiento,
pero a altas, puede ser inhibitorio (Ahmad et al., 2005). Se ha encontrado,
ademas, que las auxinas ayudan a disminuir el nivel de etileno en las
plantas por el ciclo propuesto por Glick et al. (1998).
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En bacterias, el 414 puede
ser biosintetizado mediante
dos vias: una dependiente
y una independiente del
L-triptifano (Patten &
Glick, 1996); sin embargo,
la via independiente

de triptdfano todavia

es elusiva en bacterias

(Zhang et al., 2019).

Capitulo 3. Mecanismos de promocion de crecimiento de las PGPB



90

Entre las vias dependientes en bacterias, encontramos
principalmente cuatro: indol-3-piruvato (1PA), triptamina
(TPM), indol-3-acetonitrilo (1AN) e indol-3-acetamida
(1aM), las cuales involucran diferentes enzimas,
incluyendo oxidasas, decarboxilasas, hidratasas,
oxidorreductasas y nitrilasas (figura 3.3) (Patten & Glick,

1996; Zhang et al., 2019). La produccién de compuestos
inddlicos a partir de triptéfano ha sido reportada en
PGPB como Azotobacter sp., Bacillus sp., Pseudomonas
fluorescens, Rhizobium sp. y Sinorhizobium meliloti,
entre otros (Moreno-Galvan et al., 2020; Rojas-Tapias et
al., 2012; Zhang et al., 2019).

m Figura 3.3. Vias principales de biosintesis de dcido indolacético (a1a)

dependientes de triptéfano en bacterias.

Fuente: Elaboracién propia con base en Zhang et al. (2019)
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Acido indol-3-acético (AIA)
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Raices de banano (Musa AAA var. Williams) inoculadas con B. subtilis EA-CB0575, bacteria promotora de crecimiento vegetal, 10

dias posinoculacién. Técnica: carp-FisH con la sonda HRP-Bs575 (Bsub-ss-0463-aA-22a) marcada con CF 555-SE (emision roja).

Produccién de giberelinas

Las giberelinas son otra hormona de crecimiento
producida por PGPB como Rhizobium meliloti, Bacillus
spp., Azospirillum spp., Acetobacter diazotrophicus vy
Herbaspirillum seropedicae, y tienen como funcién el
desarrollo vegetativo de la planta (Bottini et al., 2004;
Masciarelli et al.,, 2014; Ullah et al.,, 2019; Vejan et al,,
2016). Las giberelinas reciben su nombre del hongo
Gibberella fujikuroi y fueron identificadas por primera vez
en 1926 (Arteca, 1996). Su notacidn se realiza mediante
el simbolo GA, seguido de su numeracién (GA,, GA,
GA,, etc.), siendo el &cido giberélico (GA,) la forma mas
activa, usualmente encontrado en forma libre o unido a
glicésidos (Duca, 2015). Las giberelinas son sintetizadas
en plantas mayores, hongos y bacterias, y su estructura
base son acidos diterpenoides, que consisten en residuos
de isoprenos (generalmente de cuatro anillos); existen
aproximadamente 136 diferentes giberelinas identificadas
y caracterizadas (Gamalero & Glick, 2011).

La importancia bioldgica de este grupo de hormonas
radica en la estimulaciéon de la elongaciéon del tallo
(Vejan et al., 2016), el estimulo del crecimiento de la
fruta, la determinacion de cambios en el fotoperiodo,
la participacién en el cese de la dormancia de brotes
y semillas, y la participacion en la florescencia. Estas

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe

hormonas, ademas, han sido asociadas a la promocién
del crecimiento radicular, debido a que regulan la
abundancia de los pelos radiculares. Sin embargo, se ha
determinado que interactdan con otras hormonas en los
procesos mencionados, con el fin de alterar el balance
hormonal y producir crecimiento (Gamalero & Glick,
2011). Las giberelinas se han vinculado a la produccién
de oa-amilasas, algunas proteasas, fosfatasa acida,
B-gluconasa, a-glucosidasa y ribonucleasa. Asimismo,
estimulan la divisidn celular, controlan la actividad mitética
y activan las enzimas responsables de la biosintesis de
fosfolipidos (Duca, 2015; Spaepen, 2015; Sun et al,, 2019).

Produccién de citoquininas

Esta hormona es de baja concentracién en la mayoria
de las muestras bioldgicas y de dificil cuantificacion.
Tiene una gran importancia a nivel vegetal debido a que
regula la citoquinesis y ayuda en el mejoramiento de la
division celular, la produccion de raices y la formacién
de pelos absorbentes. A pesar de la dificultad en su
medicion, las técnicas de radiomarcacion de citoquininas
han permitido determinar su ruta metabdlica, y el uso
de técnicas como inmunoarreglos y la cromatografia
de capa fina ha ayudado a caracterizar su produccion
por microorganismos como Pseudomonas fluorescens
(Garcia de Salamone et al., 2001).
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Produccién de dcido abscisico (ABA)

El ABA es una hormona asociada con la induccién del
cierre estomatico, la maduracion de frutos y la inhibicion
de la germinaciéon de semillas. Adicionalmente, esta
vinculada con ladormancia de los brotes y las respuestas
de proteccién contra estreses abiéticos como sequia,
estrés por salinidad y toxicidad por metales (Sharma et
al., 2019; Spaepen, 2015; Ullah et al., 2019). Desde un
punto de vista fisiolégico, el ABA apoya el flujo del agua en
las plantas, debido a su efecto regulatorio en los estomas,
e incluso algunos autores han llegado a considerar al
ABA como la verdadera senal bajo condiciones de estrés
hidrico (Cassan et al., 2011).

La produccién bacteriana de ABA ha sido reportada para
cepas de Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum,
Rhizobium spp., Bradyrhizobium japonicum, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis y Pseudomonas
fluorescens; sin embargo, sus vias biosintéticas
siguen en estudio (Hayat et al., 2010; Ullah et al,
2019). Adicionalmente, bajo condiciones de estrés, la
produccion bacteriana de ABA podria sostener el pool
interno de ABA en las plantas y, asi, mitigar los efectos
negativos generados por el estrés (Spaepen, 2015). Sin
embargo, cabe resaltar que la cuantificacién de ABA
producido por bacterias solo se ha realizado en medios
de cultivo en laboratorio (Ullah et al., 2019).

Produccién de etileno

El etileno es otra de las hormonas que pueden ser
producidas por PGPB. Este compuesto gaseoso es un
potente regulador del crecimiento vegetal y afecta
procesos como el desarrollo de raices adventicias,
la produccion de pelos absorbentes y la germinacion
y senescencia de la planta; cuando esta hormona
permanece en altas concentraciones aun después
de la germinacion, puede causar inhibicion de la
elongacion radicular (Hayat et al., 2010). Glick et al.
(1998) propusieron una estrecha interaccién entre la
concentracion de AlIA en las plantas y el AlA producido
por las rizobacterias, la concentracién de esta

hormona en la planta y la concentracion de etileno,
cuyo intermediario es el T1-aminociclopropano-1-
carboxilico (Acc). En este sistema, las bacterias de la
rizésfera que producen AlA generan grandes cantidades
de esta hormona. Una parte del AlA se emplea para la
elongacion y proliferacidn vegetal, y el exceso restante
activa la Acc-sintasa, encargada de la conversién de la
S-adenosilmetionina en Acc. Si se produce un exceso
de Acc en la planta, la enzima Acc-oxidasa la convierte
en etileno, cuya presencia en la planta podria presentar
efectos secundarios. Adicionalmente, algunas PGPB
pueden producir la enzima Acc-deaminasa, la cual
convierte el Acc en amoniaco y a-cetobutirato, evitando
su conversion a etileno. En este modelo se plantea, de
esta forma, que la sobreproduccidn de AlA conlleva un
aumento en la concentracién de etileno en la planta
(Glick et al., 1998).

Produccién de jasmonatos (ja)

Los JA son ésteres identificados y caracterizados a
partir de la flor de jazmin (Jasminum grandiflorum), de
donde fue extraido el metil jasmonato (MeJA). Estos
modulan varias funciones esenciales en el desarrollo
de las plantas, desde germinacién hasta crecimiento
vegetativo y senescencia. Adicionalmente, los JA
activan los mecanismos de defensa de las plantas en
respuesta a heridas producidas por insectos, ataques
de patégenos y estreses ambientales como baja
temperatura, salinidad y toxicidad por metales pesados
(Sharma & Laxmi, 2016). Se ha reportado la produccidn
microbiana de acido jasmoénico y su precursor, el acido
12-oxo-fitotodienoico (oPpA), en bacterias enddfitas
aisladas tanto de girasol (Forchetti et al., 2007) como
de la raiz del arbusto haléfito Prosopis strombulifera
(Piccoli et al., 2011), de lo cual es interesante que
estos microorganismos hayan sido aislados bajo
condiciones de estrés ambiental como déficit hidrico y
salinidad, respectivamente. Lo anterior puede indicar
que la producciéon de JA por estos enddfitos puede
estar relacionada con la mitigacién de los efectos
deletéreos de estreses abidticos, aunque no existe una
investigacion profunda sobre la biosintesis de estos
compuestos por microorganismos.
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Mecanismos indirectos de
promocion del crecimiento
vegetal por PGPB

Las pGPB pueden reducir la accién de microorganismos fitopatégenos por medio
de mecanismos como la produccidn de sustancias antibiéticas, la produccion
de enzimas liticas, la produccion de siderdéforos o la activacion de los genes de
defensa, que a su vez tienen diferentes repercusiones en las actividades para
enfrentar el ataque de los fitopatégenos. Estas se consideran las clases mas
importantes de mecanismos indirectos de promocidn del crecimiento vegetal por
PGPB (Olanrewaju et al,, 2017).

Produccién de antibiéticos

La produccién de antibidticos es posiblemente el mecanismo mas poderoso
que las PGPB tienen para el control de fitopatédgenos. Estos microorganismos
son capaces de producir una amplia gama de compuestos eficaces contra
muchos patégenos (Bashan & De-Bashan, 2005). Entre los géneros de
PGPB con mayor produccion de antibidticos, estan Pseudomonas, Bacillus y
Streptomyces. Los compuestos de las familias de fenazinas, pirrolnitrinas,
pioluteorina, floroglucinoles, lipopéptidos ciclicos y cianuro de hidrégeno
han sido descritos para el género Pseudomonas (Raaijmakers et al., 2009).
La zwittermicina A, el HCN (cianuro de hidrégeno), los lipopéptidos como
las surfactinas, iturinas y fengicinas, ademas de compuestos antibidticos
volatiles como el 2,3-butanodiol, son ejemplos de antibidticos producidos por
microorganismos del género Bacillus (Ongena & Jacques, 2008), mientras
que Streptomyces sp. produce antibidticos de la familia kasugamicina, una
amplia gama de antibiéticos bien reconocidos, y otros como estreptomicina,
avermictina, milbemicina, etc. (De Lima Procépio et al., 2012).

Produccion de enzimas liticas

Las bacterias promotoras de crecimiento pueden producir enzimas liticas como
las glucanasas, quitinasas y celulasas, las cuales degradan las paredes de los
patégenos. Se han reportado investigaciones con diversos aislados productores
de $-1,3, B-1,4 y B-1,6 glucanasas (Compant et al.,, 2005), quitina (Kavino et al.,
2010), celulasas (Bashan & De-Bashan, 2005; Glick, 2012), entre otras, con el fin
de controlar una diversidad de patégenos, tales como Phytophthora cinnamomi,
Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, entre otros. Aunque algunas
plantas son capaces de producir estas enzimas y lograr que funcionen como
proteinas PR (relacionadas con la patogénesis), los microorganismos pueden ser
una fuente importante de estas para el biocontrol (Ko et al., 2009).
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Otros metabolitos, como los
compuestos voldtiles acetoina
y 2,3-butanodiol, ademds

de promowver el crecimiento
vegetal, pueden generar
biocontrol de patogenos
debido a que son inductores
de resistencia sistémica en la

planta (Ryu et al., 2004).
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Produccién de sideréforos

Las plantas toman el Fe en forma de ion ferroso (Fe*?),
pero la forma comunmente encontrada en el suelo
es el ion férrico (Fe*®) (Vessey, 2003). Algunas PGPB
tienen la capacidad de solubilizar el Fe del suelo por
la produccién de compuestos quelantes, los cuales se
denominan siderdforos. Estos compuestos, que son
sintetizados por los microorganismos para sobrevivir,
tienen pesos moleculares de entre 400 y 1.000 Da y
poseen una alta afinidad con el Fe. Los siderdforos
hacen disponible el Fe para el crecimiento microbiano
y brindan este nutriente a la planta. Una consecuencia
de este mecanismo es la reduccidn en la proliferacion
de patdgenos por la competencia por nutrientes. El
género mas estudiado por la produccidn de este tipo de
compuestos es Pseudomonas (Antoun & Prévost, 2006).
Bashan y De-Bashan (2005) reportan un estudio con
un mutante de Pseudomonas putida sobreproductor de
siderdéforos, el cual fue mas eficiente que la bacteria
silvestre en el biocontrol de Fusarium oxysporum en
tomate, lo que brinda indicios de que la produccién
de siderdéforos es un método de biocontrol efectivo,
ademas porque diversos estudios posteriores lo
han corroborado (Chaiharn et al., 2009; Laslo et al,,
2012). Para el género Pseudomonas se han dilucidado
compuestos sideréforos como la pioverdina (Pvd), la
ferropioverdina (Pvd con hierro) y la pseudobactina.
Adicionalmente, en diversos estudios con mutantes no
productores y con mutantes sobreproductores de estos
compuestos se ha encontrado que hay un alto potencial
de biocontrol por parte de las especies que los producen
(Sasirekha & Srividya, 2016).

Induccidon de resistencia sistémica

Las plantas han desarrollado mecanismos complejos
para reconocer y defenderse de los ataques de
fitopatégenos. Por medio de ellos, se producen
moléculas elicitoras de diferentes rutas de sefalizacién
de defensa vegetal. En 1991, los cientificos Kloepper
(Auburn University, Estados Unidos) y Schippers (Baarn,
Paises Bajos) descubrieron de forma independiente un
mecanismo al que denominaron resistencia sistémica
inducida (1sRr, por sus siglas en inglés), que consiste
en el desencadenamiento de una ruta de senalizacion

Células vegetativas de B. subtilis EA-CBO575 en raices de banano

(Musa AAA var. Williams) a los 30 dias de la inoculacion del microor-
ganismo. Técnica: scanning electron microscopy.

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe

que mantiene a la planta alerta ante la llegada de
microorganismos patégenos. Esta activacién disminuye
la eficiencia con la que un patégeno puede llegar
a la planta y, por tanto, ayuda a reducir o evitar la
enfermedad (Walters & Heil, 2007). La induccion de la
resistencia sistémica confiere a las plantas una mejora
en su respuesta de defensa por periodos prolongados
frente a ataques de fitopatégenos, sean bacterias, virus
u hongos, o frente a estimulos quimicos (Pieterse et al.,
2014). Para que el mecanismo exista, en la planta deben
estar presentes una serie de compuestos inductores
diferentes a los patogénicos, entre los que se encuentran
lipopolisacaridos, sideréforos y 2,3-butanodiol. Se han
descrito rutas de senalizacion de este mecanismo y se
han evaluado diversos determinantes bacterianos que
disparan las respuestas de resistencia sistémica en la
planta; sin embargo, hoy en dia el tema es de interés
y existe un campo de investigaciéon grande que trata
de responder diversos aspectos aun no comprendidos
(Ramirez & Kloepper, 2012). Este mecanismo es
fenotipicamente similar a la resistencia sistémica
adquirida (sAR, por sus siglas en inglés), la cual es
activada por la presencia de patdégenos. Mientras que
para la sAR se requiere de la acumulacién de acido
salicilico, para la 1SR se requiere de inductores como
el etileno, el acido jasmédnico u otros previamente
enunciados (Bhattacharyya & Jha, 2012). El principio de
este fendmeno de ISR radica en que los mecanismos de
defensa estan activos antes de la infeccidn del patégeno,
y de esta manera la enfermedad puede ser reducida
una vez el fitopatégeno llegue a infectar. La resistencia
sistémica puede ser activada por lipopolisacaridos,
sideroéforos, lipopéptidos, antibidticos, acil-homoseril-
lactonas (AHL), compuestos volatiles como 2,3-butanodiol
y acetoina. Ademas, formas avirulentas de los patégenos
0 microorganismos no patégenos son también elicitoras
(Ongena & Jacques, 2008; Van Loon, 2007).
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Mecanismos de interaccion
de las pGPB y la planta

Las plantas son
colonizadas por un
nimero increible de
Microorganismos

que pueden alcanzar
densidades mayores

a las mismas células
vegetales, lo que genera
un pool asombroso de
genes en la rizdsfera

(Mendes et al., 2013).

Diversos estudios moleculares han demostrado la existencia de cerca de
4.000 especies de microorganismos por gramo de suelo, los cuales son
ecolégicamente versatiles y tienen fuertes interacciones con las plantas
(Bhattacharyya & Jha, 2012). Desde este punto de vista, las plantas pueden
verse como superorganismos que tienen la capacidad de depositar
fotosintatos hacia la espermésfera, la fildsfera, la rizdsfera o la micorrizdsfera
y que alojan poblaciones de microorganismos que son afectadas por los
metabolitos presentes en los sustratos (Mendes et al., 2013). Algunos de
esos microorganismos generan efectos deletéreos a nivel vegetal, es decir,
pueden inhibir el crecimiento por produccién de compuestos que alteran el
ciclo productivo vegetal, como en el caso del etileno (Nehl et al., 1997); otros,
denominados neutros, no producen un efecto significativo, y otros generan un
efectopositivoenelcrecimientodelaplanta. Sonestos Gltimos microorganismos
en los que se enfoca este trabajo, pues promueven el crecimiento de la planta
y pueden inducir su sanidad.

Las plantas exudan una gran cantidad de nutrientes por medio de sus raices; por
ejemplo, entre el 10y el 44 % del carbono que las plantas consumen se libera al
suelo. Estos exudados son en su mayor proporcion glutdmico, acido aspartico,
leucina, isoleucina, lisina, entre otros aminoacidos; acidos orgdnicos como el
acido malico, citrico, succinico, entre otros, y azdcares como glucosa y xilosa.
Estos exudados atraen una gran cantidad de microorganismos que generan
rizodepdsitos alrededor de las raices, con una concentracion que puede llegar a
ser 1.000 veces mayor que en el suelo (Bais et al.,, 2004; Lugtenberg & Kamilova,
2009). Alli, en estas zonas de alta concentracién de nutrientes, las bacterias se
desarrollan, colonizan las raices y generan importantes interacciones con las
plantas, entre las que se resalta la colonizacién de microorganismos promotores
de crecimiento (como las PGPB), los cuales pueden producir aumento en el vigor,
la sanidad o la productividad del cultivo, ademas de resistencia a diferentes
condiciones de estrés bidtico o abidtico (Bais et al., 2004). Asimismo, se ha
reportado el efecto de muchos de los exudados de la raiz en la quimiotaxis con
la planta, especialmente por acidos organicos como el malico, pero existe una
dependencia de los diferentes compuestos exudados y de la seleccién de la
microbiota reclutada hacia la planta (Rudrappa et al., 2008). Una vez reclutados,
estos microorganismos comienzan un proceso de colonizacién en el cual se
forman biopeliculas, que dependen de la secrecion de compuestos orgdnicos en
forma diferencial en la longitud de la raiz.

La colonizacién de las raices de las plantas por los microorganismos
alli presentes incluye pasos de reconocimiento, adherencia, invasion,
colonizacién y, finalmente, crecimiento de la poblacién. En el caso del proceso
de reconocimiento, las raices de las plantas generan senales quimicas que

Capitulo 3. Mecanismos de promocion de crecimiento de las PGPB

95



96

son detectadas por los microorganismos, y estos desencadenan, a su vez,
otras sefales para el inicio de la colonizacién (Bais et al., 2006; Berg, 2009).
La invasion, por su parte, se presenta solamente si el microorganismo que
coloniza es un enddfito o un patégeno. Existen diversos estudios de colonizacién
de microorganismos en suelo y rizésfera; sin embargo, la gran mayoria se ha
enfocado en bacterias Gram-negativas, como Pseudomonas spp., siendo menor
la cantidad de los reportes en bacterias Gram-positivas, como Bacillus spp.,
aunque estos estudios ya estan en desarrollo (Posada et al., 2018).

Los patrones de colonizacion o distribucién de los microorganismos
promotores del crecimiento han sido previamente estudiados para diversos
sistemas planta-microorganismo (Dietel et al., 2013; Posada et al,, 2016;
Sharma et al., 2008), por medio de metodologias como insercién del gen
de fluorescencia verde (GFP, por sus siglas en inglés) o sus derivados, o de
genes reporteros, como el LacZ, para la 3-galactosidasa, o el GUS, para la
B-glucuronidasa (Choudhary & Johri, 2009; Fan et al., 2011; Liu et al., 2006).
En el caso de los Bacillus, el uso de GFP también ha sido una alternativa;
sin embargo, la falta de estabilidad del gen y la generacién de mutantes
con problemas en actividad han hecho que otras metodologias como FiIsH
(fluorescence in situ hybridization) y RING-FISH (recognition of individual genes-
fluorescence in situ hybridization) empiecen a ganar terreno (De-Bashan et
al., 2010; Posada et al., 2018). Estas metodologias han permitido determinar
que los microorganismos colonizan las raices de las plantas principalmente
en tres zonas: la punta de la raiz y las zonas de elongacion, las zonas de
emergencia de raices laterales y los puntos de emergencia axiales en las
raices laterales. La punta de la raiz es la zona predominante de colonizacién,
debido alaproducciénde una mayor cantidad de exudados carbonados a causa
del desencapsulamiento en la cofia (Hawes et al., 2000). Sin embargo, estos
patrones pueden variar de planta a planta y de acuerdo con los exudados que
se encuentren en las raices (Fan et al.,, 2011). Asi, la formacion de biopelicula
se presentara en forma diferencial a lo largo de la raiz, debido a gradientes en
la secrecidon de exudados (Rudrappa et al., 2008). La colonizacion rizosférica se
da por medio de diferentes mecanismos, algunos de los cuales se presentan
a continuacion.

Produccion de biopelicula

El mecanismo mas importante de colonizacién en la rizésfera es la
produccién de biopelicula. Para entender el concepto, es necesario
aclarar que nuestra percepcion de bacteria estd profundamente arraigada
al paradigma del cultivo puro, pero las bacterias no se encuentran
individualmente, sino en poblaciones o comunidades que cada dia
son mas faciles de visualizar para el hombre, debido a los avances en
la microscopia y la biologia molecular. Esto ha permitido determinar
que las bacterias se comportan como un consorcio cooperativo, en el
cual funcionan de forma coordinada y compleja (Davey & O’'toole, 2000;
Vlamakis et al., 2013). Este grupo o consorcio de microorganismos
esta asociado a productos extracelulares que permiten su anclaje en
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Estas metodologias han
permitido determinar
que los microorganismos
colonizan las raices de las
plantas principalmente
en tres Zonas: la punta
de la raiz y las zonas de
elongacion, las zonas

de emergencia de raices
laterales y los puntos de
emergencia axiales en
las raices laterales.

superficies biodticas o abidticas, y, en el caso especifico
de la rizésfera, las biopeliculas suelen formarse en
agregados de suelo o en las raices de las plantas,
donde las microcolonias son las unidades basicas
de crecimiento (Seneviratne et al., 2011; Wang et al.,
2019). La colonizacién de la superficie de las raices
es similar a la colonizacién de superficies abidticas,
y, alli, la formacién de la biopelicula es el fendmeno
que permite la adherencia de estas microcolonias
(Beauregard, 2015). La producciéon de biopelicula
estd directamente relacionada con la presencia de
sustancias como proteinas, metabolitos secundarios,
acidos organicos y péptidos, que inician la cadena de
senales para el desencadenamiento de la expresién
génica(Berg, 2009). Las biopeliculas microbianas estan
formadas por células que se encuentran embebidas
en una matriz proteica, con exopolisacaridos (EPS) y
acidos nucleicos, como el ADN, la cual se forma por

los compuestos que las mismas bacterias producen.
Los microorganismos que constituyen esta matriz son
motiles, no motiles o esporas, y su presencia en la
biopelicula les permite a las células expandirse en las
superficies, extenderse, tomar nutrientes y, a su vez,
continuar la produccién de sustancias quimicas, como
las proteinas TasAy BslA, las cuales polimerizan fibras
amiloides y brindan la naturaleza hidrofébica a la
superficie en la que se encuentran (Branda et al., 2006;
Vlamakis et al., 2013). La produccién de biopelicula
se relaciona con la capacidad de diferentes cepas de
Bacillus para colonizar las raices de las plantas, y su
relacion ha sido previamente estudiada in vitro e in
vivo (Zhang et al., 2015). Ademas, diferentes reportes
bibliograficos indican que, al mutar genes relacionados
con la formacion de las biopeliculas, se reduce o se
pierde por completo la capacidad de colonizar las
raices (Bais et al., 2004; Zhou et al., 2016).

Raiz de banano (Musa AAA var. Williams) inoculada con esporas de B. subtilis EA-CB0575, las cuales se observan ya germinadas

como células vegetativas en la raiz a los 15 dias posinoculacion. La zona donde se observan los microorganismos corresponde a

la parte superior de una raiz primaria de banano. Se empled la técnica caro-fisH con la sonda HRP-Bs575 (Bsub-ss-0463-aA-22a)
marcada con CF 555-SE (emisién roja) y contraste con papi (emisién azul).

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe
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Raiz de tomate Chonto Santa Cruz inoculada con esporas de
B. subtilis EA-CB0575. Se observa la formacién de cadenas de

los Bacillus en la superficie de la raiz de la planta, embebidas
en un tipo de matriz, lo que podria ser los primeros pasos de
formacién de biopelicula.

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe

Produccién de enzimasy
guorum sensing (QS)

El proceso de produccion de biopelicula se lleva a cabo
por la comunicacién quimica bacteriana existente en
zonas como la rizésfera, donde se regula la expresion
de diversos genes de acuerdo con la densidad
poblacional de microorganismos, por un proceso
denominado quorum sensing (as) (Seneviratne et al.,
2011). El as afecta procesos como la transferencia
horizontal de genes, la producciéon de toxinas y
antibidticos, la maceracidn de tejidos y la ya enunciada
produccién de biopelicula. Este proceso estd mediado
por moléculas senal como la acil-homoseril-lactona
(AHL), gama-butirolactonas y el acido cis-11-metil-2-
dodecanoico (DSF), en bacterias Gram-negativas, y por
moléculas como oligopéptidos y gama-butirolactonas
sustituidas, en bacterias Gram-positivas. Ademas, en
ambos grupos se ha encontrado que la feromona LuxS
es un intermediario comun sensing (Seneviratne et
al.,, 2011). En el caso de las bacterias presentes en la
rizésfera, el tipo de suelo donde se inoculan suele ser
determinante para que el as se presente, debido a que

en algunos tipos de suelos se encuentran enzimas que
pueden impedir este proceso al interrumpir la cadena
de senalizacién por la degradacidon de las moléculas
senal, proceso que se denomina quorum quenching
(@a). Enzimas como las acil-homoserin-lactonasas y
las AHL acilasas tienen esta capacidad, ya sea por el
rompimiento del anillo lactona de las moléculas senal
AHL o por la degradacién del enlace amida de las AHL.
En el primer caso, se produce acil-homoserina, la
cual tiene baja actividad bioldgica, y en el segundo, se
generan homoserinlactona y acidos grasos, también
con poca actividad (Kumar et al., 2011).

Produccion de
lipopéptidos

Diversas sustancias como los lipopéptidos también
han sido relacionadas con la colonizacién de los
microorganismos en la rizdsfera. Varios reportes
cientificos han mostrado que los microorganismos del
género Bacillus son muy versatiles en la produccién
de sustancias lipopeptidicas que median en la
formacion de biopeliculas y en la colonizacién de la
rizésfera, ademds de la activaciéon de defensas en
la planta. Estas moléculas estdn compuestas de un
anillo ciclico-peptidico que a su vez se une a una
cadena acil de carbonos lipidicos; de acuerdo con
sus propiedades, los lipopéptidos se agrupan en tres
familias principales: las surfactinas, las iturinas y
las fengicinas, cada una de ellas con caracteristicas
bioquimicas y antimicrobiales diferentes (Ongena
& Jacques, 2008). De estas familias, las surfactinas
son predominantemente estudiadas en el campo de
la colonizacién microbiana en la rizésfera (Bais et al.,
2004; Nihorimbere et al., 2012; Pertot et al., 2013).
Ademas, se conoce que, en general, la produccién de
lipopéptidos por el género Bacillus juega un rol muy
importante en la habilidad de estos microorganismos
para difundirse y colonizar las raices de las plantasy
otras superficies. Para la colonizaciéon microbiana en
la rizésfera, el aporte de estos compuestos radica en
la reduccidn de la tensién superficial del agua, lo que
permite la movilidad de los microorganismos (Ongena
& Jacques, 2008). En el agar, los microorganismos
productores de estas sustancias generan movimientos
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coordinados y patrones de crecimiento secuenciales y organizados
que permiten ver colonias ordenadas y con crecimiento concéntrico
(Rudrappa et al.,, 2008). Las surfactinas se han relacionado con los
procesos de colonizacidén por PGPB en la raiz de las plantas (Bais et al.,
2004), y se ha encontrado, ademds, que ayudan a la motilidad de las
células, especialmente en el desplazamiento de los microorganismos
en sus nichos (Kearns et al., 2004). Asimismo, se ha reportado que
estos lipopéptidos son reconocidos por las células vegetales y pueden
mediar en procesos de defensa de las plantas ante fitopatdgenos, razén
por la cual se han incluido en el grupo de los MAMP (microbe-associated
molecular patterns), junto con otros lipopéptidos como las fengicinas
(Chandler et al., 2015). Ademas, se conoce que pueden elicitar procesos
como la resistencia sistémica, en la cual se hace un priming en la planta,
para estar preparados contra y contraponerse a la infeccién cuando los
patdgenos lleguen (Nihorimbere et al., 2012). Sin embargo, la deteccion de
surfactinas —y en general de lipopéptidos— en el suelo es muy compleja,
debido a la adsorcién de metabolitos en las particulas del suelo, por lo que
se prefieren estudios en hidroponia o en medio de cultivo sintético (Pertot
et al., 2013).

Movimientos bacterianos,
colonizacion y quimiostasis

Los movimientos que permiten el desplazamiento de las bacterias en la zona
adyacente a la raiz y en el medio sintético son swimming, swarming, twitching,
gliding y spreading, todos designados con palabras en inglés, pues permiten
su recordacién. La diferencia entre estos tipos de movimientos radica en la
forma como la bacteria se mueve, el medio en el que lo hace y las estructuras
que emplea. El swimming se da debido a un movimiento flagelar Unico en
medio liquido o semiliquido; por su parte, el swarming hace referencia
a un movimiento flagelar en medio sélido-semisdlido; el twitching es un
movimiento que se da debido a los pulsos que generan los direccionamientos
de las fimbrias o cilias, en bacterias tanto flagelares como no flagelares;
el gliding es un movimiento de bacterias sin pili, flagelos o fimbrias que se
da por el deslizamiento del microorganismo en medios con componentes
que permiten su desplazamiento, como los polisacaridos, y, finalmente, el
spreading o sliding se presenta cuando las bacterias se resbalan al exterior
de la colonia debido a la reduccidn de la tension superficial en el medio, lo que
genera patrones de crecimiento regulares y uniformes (Kearns, 2010). Estos
movimientos permiten que los microorganismos se recluten en las raices de
las plantas y procedan a la colonizacién. La motilidad por swarming se ha
identificado como un rasgo esencial del género Bacillus para la supervivencia
endiversos ambientes, y se ha determinado que diversos acidos organicos de
los exudados mejoran la motilidad de los microorganismos y, de esta manera,
su colonizacion en la rizésfera (Tan et al., 2013).

“Raiz conversando con la pGpRr".
Raiz de tomate en cercania de un grupo
de B. subtilis.

Técnica: carp-FisH con sonda HRP-Bs575 (Bsub-ss-
0463-aA-22a) marcada con Atto 488-NHS-tiramida
(emisién verde).

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe
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Quizds uno de los grandes
desafios a los que nos
enfrentamos actualmente
son los continuos, miiltiples
y simultdneos cambios
ambientales causados

por el cambio climdtico.

Introduccién

Estos afectan y generan impactos negativos sobre patrones
de biodiversidad y servicios ecosistémicos (sostenimiento y
aprovisionamiento) que influyen sobre la productividad agricola y, por
ende, la seguridad alimentaria (Urban et al., 2016). Dicha productividad
y el crecimiento de las plantas (de una gran diversidad de cultivos
agrondmicos) estan restringidos intermitentemente por diversos
factores ambientales que generan un gran nimero de estreses de tipo
abidtico. Dentro de estos, se encuentran la salinidad, la toxicidad por
la acumulacién de metales pesados, las temperaturas extremas (altas
y bajas) y el déficit hidrico provocado por las sequias (Aroca, 2012).

De todos estos tipos de estreses abidticos, los que mas afectan la
produccién agricola a nivel mundial son el déficit hidrico causado por las
sequias y la salinidad en los suelos (Kole et al., 2010; Shrivastava & Kumar,
2015). La sequia disminuye el potencial hidrico del suelo, afectando la
absorcién de agua por parte del sistema radical de las plantas, lo que
causa un estrés oxidativo e incrementa la sintesis de especies reactivas de
oxigeno (RoS, por sus siglas eninglés: reactive oxygen species), que generan
dafos irreparables en las células vegetales (Vurukonda et al., 2016). De
igual manera, esta condicidn de estrés implica dafios en los procesos
metabodlicos que afectan la fotosintesis y la asimilacién y absorcién
de nutrientes, lo que produce efectos nocivos sobre el crecimiento y la
productividad de los cultivos (Osakabe et al., 2014). Por estas razones, las
sequias han ocasionado reducciones significativas en los rendimientos de
cultivos como trigo, arroz, maiz y cebada (Miransari, 2014), y se espera
que cause graves problemas de crecimiento en las plantas, al afectar mas
del 50 % de las tierras cultivables para 2050 (Kasim et al., 2013).

Entre tanto, la salinidad crea un estrés osmético, que puede considerarse
como una sequia fisioldgica; sin embargo, una acumulacién de sales
mas alta puede causar una toxicidad iénica que induce una senescencia
de las hojas (Munns & Tester, 2008). La sequia y la salinidad producen
efectos nocivos intracelulares y fisiolégicos similares que causan la
desaparicion de la planta (Gill & Tuteja, 2010). Asimismo, la salinidad ha
convertido tierras agronémicamente Uutiles en tierras improductivas, con
una afectacion del 20 % a nivel mundial (Liu et al., 2020).

En la ultima década, la contaminaciéon por metales pesados ha
aumentado rdpidamente y ha causado serios problemas ambientales,
principalmente como consecuencia de la industrializacién, la mineria y
la agricultura intensiva con el uso excesivo de fungicidas y herbicidas
(Etesami & Maheshwari, 2018; Kong & Glick, 2017). Por estas actividades
antropogénicas, el suelo se ha convertido en un depdsito de altas
concentraciones de una serie de metales pesados (Cd, Cu, Cr, Fe, Ni, Pb,
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Zn) que pueden causar toxicidad en diversos cultivos,
como trigo, maiz y arroz, entre otros, afectando su
crecimiento (produccién y germinacion de semillas,
desarrollo radical y produccién de biomasa), fisiologia
(relacion del agua, pigmentacion y proceso de
fotosintesis) y metabolismo (RoS, peroxidacion lipidica
y degradacién de proteinas) (Ahmad et al., 2019).

Una de las estrategias que se han adoptado en los
ultimos anos para mejorar el crecimiento y rendimiento
de las plantas en situaciones ambientales adversas es
la utilizacién de microorganismos benéficos, como las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB)
(Vurukonda et al., 2016). Se ha demostrado en varios
estudios que las PGPB son capaces de mejorar la respuesta
de la planta ante diversas condiciones de estrés abiético
(Etesami & Maheshwari, 2018; Grover et al,, 2011; Rojas-
Tapias et al, 2012). Por ejemplo, se ha demostrado que
PGPB de los géneros Pseudomonas, Bacillus, Flavobacterium,
Azospirillum, Chryseobacterium, Achromobacter, Sinorhizobium,
Bradyrhizobium, Aeromonas y Acetobacter pueden generar
mecanismos que inducen la tolerancia a estreses abidticos

como la salinidad y la sequia, asi como aumentar la
supervivencia de las plantas en condiciones de toxicidad
por metales pesados (Etesami & Maheshwari, 2018;
Kavamura et al., 2013; Khanna et al,, 2019). Algunos de
los mecanismos que promueven la tolerancia al estrés
abidtico generada por las PGPB en las plantas incluyen la
produccion de fitohormonas, la produccién de compuestos
voldtiles, la actividad Acc desaminasa, la acumulacién de
osmolitos compatibles, la produccién de exopolisacaridos
(EPS), la actividad enzimatica antioxidante, la solubilizacion
de fésforo, la produccién de acidos orgdnicos, la produccién
de siderdforos, la produccién de polimeros extracelulares,
la reduccién en la toma de metales pesados por parte de
la planta, la induccién de genes de resistencia a metales
pesados y la fijacion bioldgica de nitrogeno (Etesami &
Maheshwari, 2018; Yang et al., 2009). Recientemente,
estudios bioquimicos, fisiolégicos y moleculares de
interacciones planta-microorganismo han revelado la
existencia de respuestas de las plantas ante el estrés,
inducidas por los microorganismos, que podrian activar su
sistema de tolerancia inducido (sT1) contra los estreses de
tipo abidtico (Sangiorgio et al., 2020).
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Principales respuestas de las
plantas a estreses abidticos

Algunos de los mecanismos
de respuesta de las plantas
a estreses abidticos son
compartidos debido a que
diversos estreses pueden
generar eﬁectos similares.

Ajuste osmético

Para mantener su crecimiento normal, las plantas deben reajustarse
al incremento externo en la osmolaridad (Shabala, 2017). Esto puede
realizarse al acumular una variedad de moléculas en el citoplasma para
contrarrestar la presion osmética externa. Esta acumulacién puede suceder
de tres formas.

Las plantas pueden acumular una gran cantidad de osmolitos
organicos (o “solutos compatibles”) al incrementar su toma del medio
externo; estos solutos pueden ser azlcares, polioles, aminoacidos o
compuestos cuaternarios de amonio (Hasegawa et al., 2000).

Las plantas pueden sintetizar solutos compatibles de novo,
principalmente glicina-betaina, prolina y polioles (Khan, Tanveer et
al., 2020).

Las plantas pueden utilizar osmolitos inorganicos y aumentar la
acumulacion de Na*, Cl y K*(Shabala & Shabala, 2011). Con respecto
a este ultimo proceso, cabe resaltar que los iones Na* y Cl" pueden
generar disrupciones en el metabolismo, por lo que la acumulacién
de Na* en las vacuolas para ajustar la presién osmética es esencial.
Este proceso es energéticamente menos costoso que la sintesis de
compuestos organicos (Shabala, 2017).

Respuesta antioxidante

La acumulacion de Ros genera efectos negativos en
las células debido a la capacidad de estas especies
de causar peroxidacién lipidica en las membranas
celulares, dano en el ADN, desnaturalizacion de
proteinas, oxidacién de carbohidratos, descomposicion
de pigmentos y desbalance en la actividad enzimética
(Das & Roychoudhury, 2014). En la fotosintesis, una
limitacion en la disponibilidad de CO, debido al cierre
de estomas tiene como consecuencia la formacién
del anién superéxido (0,) en el fotosistema 1 (Psi,
por sus siglas en inglés) (Mehler, 1951), que puede
convertirse en el radical hidroxilo (OH:) —una especie
extremadamente reactiva— mediante la reaccién de
Fenton/Haber-Weiss (Hossain & Dietz, 2016). Ademas,
una insuficiente capacidad de disipar la energia
absorbida por las hojas genera la producciéon de
oxigeno singlete en el fotosistema 11 (PsII, por sus siglas
en inglés) (Das & Roychoudhury, 2014). La generacidn
de ROS se presenta en otros sitios diferentes a los
cloroplastos, como el peroxisoma, debido al incremento
en la fotorrespiracion, que es el responsable del 70%
del peréxido de hidrégeno (H,0,) producido bajo estrés
osmaético (Noctor et al., 2014); el apoplasto, siendo las
peroxidasas y las amino-oxidasas de la pared celular
una importante fuente de estas especies en condiciones
de estrés (Hossain & Dietz, 2016), y la membrana
plasmatica, debido a la actividad de la enzima NADPH
oxidasa (Shabala, 2017).

Como respuesta al estrés, las plantas producen ROS en
exceso, y el resultado es un desbalance en la oxidacidn,
que conlleva danos a nivel celular y metabélico, seguido
de una eventual muerte celular (Hossain & Dietz, 2016).

La regulacién en los niveles de estas especies se debe
principalmente a la actividad antioxidante enzimatica y
no enzimatica, que disminuye el estrés oxidativo (Numan
et al., 2018). La maquinaria enzimatica se puede dividir
principalmente en dos grupos. El primero son las
enzimas enfocadas en la detoxificaciéon de Ros, la cual
es llevada a cabo por algunas enzimas, como superéxido
dismutasa (sop), catalasa (cAT) y guaiacol peroxidasas
(6PXx), que transforman estas Ros en moléculas menos
toxicas, como H,0, y agua, algunas de las cuales, como
las Pox, emplean sustratos de alto poder reductor (acido
ascorbico [aA] y glutatiéon reducido [6sH]) para llevar a
cabo sufunciéon.Elotrogrupo sonlasenzimas encargadas
de restaurar el poder reductor de estas moléculas luego
de ser usadas, y entre ellas encontramos las enzimas
glutation reductasa (GR), dehidroascorbato reductasa
(DHAR) y monodehidroascorbato reductasa (MDHAR)
(Anwar Hossain et al., 2014; Das & Roychoudhury, 2014;
Hossain & Dietz, 2016; Joshi & Chinnusamy, 2014; Noctor
et al,, 2016; Noctor et al., 2018).

Los principales antioxidantes no enzimaticos son AA,
GSH, o-tocoferol, carotenoides, fenoles, flavonoides
y prolina. En la tabla 4.1 se encuentra especificada la
funcion de cada uno de estos antioxidantes enzimaticos
y no enzimaticos, ademas de su localizacién intracelular.
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Funciones y localizacién celular de antioxidantes enzimaticos y no enzimdticos

Fuente: Das y Roychoudhury (2014)

Reaccidn catalizada:

0,7+0, +2H - 2H,0, + O,
Localizacién: Peroxisomas, mitocondria, citosol
y cloroplastos

Reaccién catalizada: 2H,0, — O, + 2H,0

Localizacién: Peroxisoma y mitocondria

Reaccién catalizada:
H,0,+ AA — 2H,0 + DHA
Localizacién: Peroxisomas,

mitocondria, citosol y cloroplastos

Reaccién catalizada:
2MDHA + NADH — 2AA + NAD
Localizacién: Mitocondria, citoplasma

y cloroplasto

Reaccién catalizada:

DHA +2GSH — AA + GSSG
Localizacién: Mitocondria, citoplasma
y cloroplasto

Reaccidn catalizada:
GSSG + NADPH — 2GSH + NADP+
Localizacién: Mitocondria, citoplasma

y cloroplasto

Reaccidn catalizada:
H,O, + DHA — 2H,0 + GSSG
Localizacién: Mitocondria, citoplasma,

cloroplasto y reticulo endoplasmatico

Funcién: Desintoxica H,0, via accién de apx
Localizacién: Citosol, cloroplasto, mitocondria,

peroxisoma, vacuola y apoplasto

Funcién: Actda como un cosustrato
desintoxicante para enzimas como peroxidasas,
GRY GST

Localizacién: Citosol, cloroplasto, mitocondria,
peroxisoma, vacuola y apoplastoperoxisoma,

vacuola y apoplasto

Funcién: Protege contra y desintoxica
de productos de la peroxidacién
lipidica de la membrana

Localizacién: Mayormente en membranas

Funcién: Disipan el exceso de energia
de los fotosistemas
Localizacién: Cloroplastos y otros pldstidos

Funcién: Scavengers directos de H,0,,'O, y OH:

Localizacién: Vacuola

Funcién: Scavenger eficiente de
OH: y 'O,; previene dafos causados
por la peroxidacién lipidica

Localizacién: Mitocondria, citosol y cloroplasto
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Regulacién hormonal

Fitohormonas como el 4cido abscisico (aBA), el etileno
(ET), el &cido jasmonico (JA) y el &cido salicilico (sA) son
importantes organizadoras de la defensa sistémica
al estrés (He et al., 2018). EL ABA ha sido reconocido
como la hormona mds importante para la respuesta
al estrés abidtico, ya que no solo interactia con las
demds hormonas de crecimiento vegetal, sino que
ademas es una importante molécula de senalizacién
(Khan, Asaf et al., 2020). En respuesta a condiciones de
estrés, los niveles de ABA se incrementan rapidamente
en los tejidos vegetales, activando vias de senalizacién
y modificando los niveles de expresién de genes
asociados alarespuestaalestrés(Wanietal.,2016).Esta

Aplicacion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal en la mitigacion de estreses

sefalizacion resulta, eventualmente, en la reduccién de
la transpiracién y en la disminucién de la expansién
foliar (Wilkinson et al., 2012). Ademas, componentes
bioquimicos del sistema de defensa al estrés pueden
ser movilizados por ABA, incluyendo las proteinas de
choque térmico (HsP, por sus siglas en inglés), prolina,
antioxidantes no enzimaticos y enzimas antioxidantes
(He et al., 2018). Esta hormona también esta implicada
en las modificaciones estructurales de las raices en
condiciones de estrés (Giuliani et al., 2005). Aunque el
ABA tiene un papel principal en la respuesta al estrés,
datos experimentales demuestran de forma inequivoca
que las interacciones entre fitohormonas permiten
integrar mecanismos de sefalizacidn y respuesta que
ayudan a las plantas a tolerar las condiciones adversas
(Wani et al., 2016).
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Produccion de
oxido nitrico (NO)

El 6xido nitrico (No) es una pequefia molécula volatil
gue estd implicada en varios procesos de regulacién
en el crecimiento y desarrollo vegetal (Fancy et al,,
2017), y es, ademds, una molécula de sefalizacion
de estrés (Khan, Tanveer et al., 2020; Numan et al,,
2018). El No desencadena directa e indirectamente la
expresion de genes regulados por reacciones redox.
Esta molécula reacciona con radicales lipidicos y
previene la oxidacion lipidica ejerciendo un efecto
protector al eliminar el radical superéxido y formar
peroxinitrito, que puede ser neutralizado por otros
procesos celulares. También ayuda en la activacién de
enzimas antioxidantes como GR, APX y CAT (Fancy et al,,
2017). La aplicacién de No en plantas en condiciones
de estrés ha demostrado tener un efecto de mitigacién
(Siddiqui et al., 2011).

Desde hace aproximadamente una década, se planted
la hipétesis de los “multiples mecanismos”, que
considera que no se puede adjudicar el efecto promotor
de crecimiento a un solo mecanismo de promocién
por parte de las PGPB, sino que, en la inoculacién, la
combinacion de mecanismos es responsable del efecto
benéfico en la respuesta de las plantas (Bashan &
Levanony, 1990).

La inoculacién con PGPB ha demostrado tener un efecto
en la respuesta fisiolégica y bioquimica de las plantas
a estreses abidticos en diversos cultivos. Kim et al.
(2012) propusieron el término induccion de la tolerancia
sistémica (1sT, por sus siglas en inglés) para referirse a
los cambios fisicos y quimicos en plantas inducidos por
la inoculacion con PGPB y que resultan en un aumento
en la tolerancia al estrés abiético.

Estrés por cambios
en la temperatura

Naturalmente, la temperatura afecta tanto el crecimiento
de las plantas como sudesarrolloy distribucion geografica,
asi como la calidad y productividad de los cultivos
(Ding et al.,, 2020). Cada planta tiene un rango propio de
temperaturas optimas, lo que implica que temperaturas
adecuadas para algunas plantas generan efectos
negativos en otras (Mahajan & Tuteja, 2005). Las plantas,
como organismos, son raramente afectadas por factores
individuales, y el estrés por cambios en la temperatura es
usualmente acompanado por otros estreses, como déficit
hidrico, salinidad y, en consecuencia, estrés oxidativo
(Zrébek-Sokolnik, 2012).

Las plantas se adaptan continuamente a cambios
climaticos en la temperatura mediante la optimizacion
de su desarrollo y crecimiento, entendiendo crecimiento
como la ganancia neta de biomasa seca, y desarrollo,
como el incremento en nimero o dimensidn de érganos
por divisién o expansidn celular en hojas, ramas, brotes,
raiz apical, etc. (Zrébek-Sokolnik, 2012). El desarrollo
de las plantas tiende a ser controlado principalmente
por la temperatura, siendo menos sensible a otros
factores medioambientales. Algunas de las respuestas
dependientes de la temperatura son el termoperiodismo,
la termomorfogénesis, la vernalizacidon y estratificacion
por frio y la respuesta a temperaturas extremas (Ding et
al., 2020; Zrébek-Sokolnik, 2012).

Cuando hablamos de estrés por cambios en la
temperatura, debemos observar dos escenarios: el
estrés por bajas temperaturas, denominado LTS (low-
temperature stress), y el estrés por altas temperaturas,
conocido como HTS (high-temperature stress) (Arun-
Chinnappa et al., 2017).

Estrés por bajas temperaturas (LTs)

ElLTs afecta a las plantas a nivel tanto morfoldgico como fisioldgicoy celular,
por lo que estas pueden exhibir efectos como acumulacién de antocianinas,
retraso en el crecimiento, marchitez, reduccién en el tamano de las hojas
y deformidad, clorosis y hasta necrosis (Bhandari & Nayyar, 2014; Zrébek-
Sokolnik, 2012). Al respecto, este fendmeno puede observarse de forma
marcada en plantas de climas tropicales y subtropicales, como maiz, soya,
garbanzo, arroz, algoddn, tomate, berenjena, chile, banano y varios cultivos
de cereales, que rdpidamente expresan sintomas de dafo cuando son
expuestos a bajas temperaturas (Bhandari & Nayyar, 2014; Mahajan & Tuteja,
2005). El LTs afecta a las plantas mayormente en sus primeros estadios
de desarrollo, principalmente el de plantula, y puede clasificarse en dos
categorias: el estrés por enfriamiento (chilling) y el estrés por congelamiento
(freezing) (Arun-Chinnappa et al., 2017; Bhandari & Nayyar, 2014).

El estrés por enfriamiento (chilling) es causado por la exposicion de las
plantas a bajas temperaturas (0-15 °C), lo que causa que estas sufran
lesiones, pero no ocurre la formacién de cristales de hielo. Los sintomas
fenotipicos asociados pueden resumirse en reduccidn de la expansioén foliar,
marchitez, clorosis y, en algunos casos, necrosis del tejido (Arun-Chinnappa
et al,, 2017; Bhandari & Nayyar, 2014; Mahajan & Tuteja, 2005). Uno de los
danos principales asociados con el enfriamiento es la pérdida de fluidez
de la membrana debido al estrés oxidativo producido, el cual resulta en la
produccién de H,0, y el aumento del contenido de malondialdehido (MDA)
por la peroxidacidn de lipidos, lo que produce fuga de electrolitos y afecta,
asi, la respiracién y la fotosintesis (Awasthi et al., 2015).

El estrés por congelamiento (freezing), por su parte, es causado por la
exposicion de las plantas a temperaturas bajo 0 °C, lo cual causa lesiones
por la formaciéon de cristales de hielo (Arun-Chinnappa et al.,, 2017;
Bhandari & Nayyar, 2014). Este estrés produce pérdida de la integridad
de la membrana, lo cual lleva a la fuga de solutos intracelulares y afecta,
también, la integridad de organelos y la compartimentalizacién celular, lo
gue reduce la fotosintesis, el ensamblaje de proteinas y, en general, los
procesos metabdlicos de manera similar a como ocurre en el enfriamiento
(Mahajan & Tuteja, 2005; Zrébek-Sokolnik, 2012).

El efecto mds severo asociado al congelamiento es el dano de la
membrana debido a una deshidratacién aguda y a la formacién de
cristales de hielo que le producen dafio mecanico (Arun-Chinnappa et
al.,, 2017). La membrana esta constituida por dos tipos de acidos grasos:
los saturados y los insaturados. Los saturados son ricos en dtomos de
hidrégeno (-CH,-CH,-), mientras que los insaturados presentan uno o mas
dobles enlaces carbono-carbono (-CH=CH-), y es bien conocido que los
acidos saturados se solidifican mas facilmente a bajas temperaturas que
los insaturados.
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Las plantas sensibles

y resistentes tanto a
congelamiento como
enfriamiento difieren en
la proporcion de dcidos
grasos, pues las sensibles
poseen mds dcidos grasos
saturados, mientras

que las resistentes, mds
insaturados (Mahajan
&F Tuteja, 2005; Zribek-
Sokolnik, 2012).
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Estrés por altas
temperaturas (HTS)

El HTs afecta a las plantas en
diferentes estadios del crecimiento,
generando una limitacidn fisioldgica
y reduciendo, asi, el crecimiento.
Estas altas temperaturas pueden
llevar eventualmente a la pérdida
excesiva de agua, desencadenando
un evento de estrés por déficit
hidrico en las plantas (Awasthi
et al,, 2015). La iteracion de este
estrés entre periodos de tiempo
cortos y largos puede afectar tanto
la morfologia como la fisiologia e
inducir cambios bioquimicos en las
plantas, dependiendo de su estadio
de desarrollo, llegando hasta la
disminucién del crecimiento y de la
productividad (Arun-Chinnappa et
al., 2017).

Varios danos a nivel fisioldgico se han
observado en plantas bajo elevadas
temperaturas, como quemado de
hojas y tallos, absicién y senescencia
de hojas, inhibicion del desarrollo
foliar y radicular, y dano de frutos,
lo que finalmente se asocia con la
disminucidn en la productividad (Bita &
Gerats, 2013). Las altas temperaturas
inducen cambios tanto en la respiracion
como en la fotosintesis, lo que llega a
producir danos en la clorofilay, en casos
excesivos, a disminuir la concentracion
de pigmentos fotosintéticos, lo que
finalmente acorta el ciclo de vida de
la planta (Arun-Chinnappa et al., 2017,
Bita & Gerats, 2013). Asimismo, el HTS
afecta la salud reproductiva de los
cultivos durante la floracién, lo que
reduce su fertilidad, ya que limita el
desarrollo tanto del polen como del
ovario (Arun-Chinnappa et al., 2017;
Zrébek-Sokolnik, 2012).
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Estrés por déficit
hidrico (sequia)

El estrés por déficit hidrico (sequia) es uno de los
mdas comunes y con mas altos impactos sobre la
agricultura, debido a que genera, junto con otros
estreses abidticos, disminuciones cercanas al 50%
en la productividad de diferentes cultivos de interés
agroecondmico que deben suplir la creciente demanda
global de alimentos (Sharma et al.,, 2019; Ullah et
al.,, 2019). La deshidratacion celular y el desbalance
osmotico durante el déficit hidrico dan paso a los
principales efectos fisioldgicos asociados con la
sequia, como cierre estomatico, disminucién de la
fotosintesis, dano a la membrana, disminucién del
crecimiento y desarrollo de la planta, acumulacién de
osmolitos y respuesta antioxidante para el control de
Ros (Duca, 2015; Mahajan & Tuteja, 2005; Sharma et
al., 2019).

Una de las primeras respuestas de la planta frente a la
sequia es el cierre estomatico, para prevenir la pérdida
de agua por transpiracion, proceso que es regulado
principalmente por ROS, ABA y potasio. Esta respuesta
impacta significativamente la fotosintesis, debido a que
disminuyen la concentracién de CO, intracelulary, por lo
tanto, la fijacién de CO, por parte de la enzima ribulosa-
1,6-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO). Esto
conduce aunareduccidon quimicade varios componentes
que resulta en la produccion de R0S, que pueden
desencadenar procesos de fotooxidacion celular en
diferentes niveles, incluyendo la membrana (Duca, 2015;
Mahajan & Tuteja, 2005).Lasequiageneradeshidratacion
de la membrana, lo que interrumpe su estructura y
desestabiliza la bicapa lipidica, y esto aumenta su
porosidad. Lo anterior desencadena el desplazamiento
de las proteinas alojadas en la membrana, induciendo la
pérdida de integridad y selectividad, y desestabilizando
la compartimentalizacién celular, lo que disminuye las
actividades enzimaticas asociadas con la membrana
(Ahmad et al., 2014; Duca, 2015).

La reduccién del crecimiento vegetativo durante el estrés
por sequia (en particular el crecimiento del tallo) se asocia
con la reduccion de la actividad quinasa dependiente de
ciclina (cpbk, por sus siglas en inglés: cyclic-dependent
kinase), induciendo una reduccién en la velocidad de la
divisién celular y generando la inhibicién del crecimiento
(Chen & Xiong, 2012; Mahajan & Tuteja, 2005; Shrivastava
& Kumar, 2015). En relacidn con esto, el crecimiento foliar
es mucho mas sensible que el radicular, debido a que la
reduccidén de la expansion foliar (ajuste del area foliar) es
un mecanismo empleado por las plantas para minimizar
el drea expuesta, disminuyendo asi la transpiracion
y la pérdida de agua. De hecho, en algunos casos, el
crecimiento de la raiz puede aumentar debido a que una
expansién del sistema radicular facilita la extraccion
de agua localizada en capas mas profundas del suelo
(Mahajan & Tuteja, 2005).

El ajuste osmético en respuesta a la deshidratacién en las
plantasserealizareduciendo el potencialosméticocelular
mediante la acumulacion de solutos, dentro de los cuales
encontramos compuestos como prolina, glutamato,
glicina-betaina, azucares, polioles, oligosacaridos e
iones inorganicos, como el potasio, cuya funcién general
es ayudar a mantener el estado de hidratacién celular,
generando resistencia a la deshidratacion celular, y
esto se debe a que su caracteristica principal es que no
interfieren con los procesos metabdlicos normales de la
planta. La mayoria estdn implicados en los procesos de
sefalizacion del estrés y protecciéon de macromoléculas
y estructuras celulares contra las Ros (Sharma et al.,
2019; Waskiewicz et al., 2014).

Debido a la generacidn de ROS, se activan mecanismos
enzimaticos y no enzimaticos para eliminar el exceso
de ROS y prevenir los dafnos celulares. Los principales
mecanismos del sistema antioxidante fueron
detallados en la seccién “Respuesta antioxidante”.
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La salinidad de los

suelos es uno de los
estreses abioticos que mds
limitan la produccion
agricola a nivel mundial
(Munns &3 Tester, 2008).
Aproximadamente el

7% del total de la tierra
cultivable (1.000 millones
de hectdreas) y el 20 %

de la tierra cultivable
irrigada presentan niveles
de estrés por salinidad
(Wang et al., 2003).

Estrés por salinidad

Estos porcentajes irdn en aumento en los préximos anos, debido a las malas
practicas de manejo de suelos y al uso indiscriminado de agroquimicos para
satisfacer las necesidades nutricionales de las plantas y, de esta forma, las
demandas en los rendimientos de los cultivos (Kamran et al.,, 2020). Como
consecuencia, se estima que para 2050 mas del 50% de la tierra cultivable
presentard algun grado de salinizacion debido al aumento en la salinidad de
los suelos y a los periodos de sequia en muchas regiones (Wang et al., 2003).

Los suelos salinos se definen como aquellos en los que la conductividad eléctrica
del extracto de saturacién (ECe) es mayor o igual a 4 dS m™ (Tanji & Wallender,
2012). Dependiendo de su origen, la salinidad de los suelos puede clasificarse
como primaria o secundaria. La salinidad primaria (o natural) se refiere al
desarrollo de suelos salinos debido a procesos geoldgicos, hidrolégicos y
pedoldgicos naturales, mientras que la salinidad secundaria implica procesos
antropogénicos, principalmente relacionados con métodos inadecuados de
irrigacion, uso de agroquimicos y procesos de deforestacion y sobrepastoreo
(Safdar et al., 2019). Los cationes cominmente asociados con la salinidad son
el sodio (Na*), el calcio (Ca*?) y el magnesio (Mg*?), y los aniones mas comunes
son el cloro (Cl), el sulfato (S0,*) y los carbonatos (HCO,). Sin embargo, los
iones Na* y Cl son considerados los mas importantes debido a que son téxicos
para las plantas, y el Na*, en particular, es agente dispersante, es decir, provoca
el deterioro de la estructura fisica del suelo (Safdar et al., 2019).
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Efecto del estrés por
salinidad en el crecimiento
y desarrollo de las plantas

Con base en su respuesta a altas concentraciones de
sales, las plantas pueden dividirse en dos grupos: plantas
haldfitas y plantas glicdfitas. Las plantas haléfitas son
nativas de suelos salinos y completan su ciclo de vida en
ese ambiente, mientras que las glicéfitas (literalmente
“plantas dulces”), por su parte, no son capaces de resistir
las concentraciones de sales de la misma forma que las
haléfitas. Usualmente hay un umbral de concentracién
de sal sobre el cual las glicéfitas empiezan a mostrar
signos de inhibicidn de crecimiento, clorosis y pérdida
de biomasa seca (Lazar, 2003). El efecto inhibitorio del
estrés salino depende de factores como la concentracion,
el tiempo de exposicion, la especie vegetal y la variedad,
el estadio de desarrollo vegetal y las condiciones
ambientales (Kamran et al., 2020). La mayoria de los
cultivos son tolerantes al estrés salino durante la
germinacion, incluyendo algunas especies clasificadas
como “susceptibles”, que son sensibles durante la
emergencia y las etapas de desarrollo vegetativo
tempranas, y se vuelven mas tolerantes en las ultimas
etapas de este (Tanji & Wallender, 2012).

La presencia de altas concentraciones de sal en el suelo
genera un estrés osmético que, de la misma forma que el
déficit hidrico, produce una disminucién en el crecimiento
foliar y, en menor medida, radical (Shabala, 2017). El
efecto principal de este estrés osmaético se observa en
la disminucién en la tasa de emergencia y expansion de
hojas, en la inactivacién o disminucién del desarrollo de
ramificaciones laterales en plantas dicotileddneas y en
la disminucién en el nimero de macollas en cereales
(Munns & Tester, 2008). Con una exposicién prolongada
a altas concentraciones de sales en los suelos, el
contenido de estas aumenta gradualmente, generando
un estrés por toxicidad de iones. Las células de las
hojas jévenes acomodan rapidamente la sal dentro de
sus vacuolas en expansion, asi que las sales no inhiben
directamente su crecimiento (Munns, 2002), pero el
transporte continuo de las sales a las hojas viejas (que no
se estan expandiendo y, por lo tanto, no pueden diluir la
concentracion de las sales como las hojas mas jévenes)
eventualmente resulta en altas concentraciones de Na*y
Cl, por lo que aumenta la tasa de senescencia en hojas
viejas (Shabala, 2017). Si la tasa a la cual las hojas viejas
mueren es mayor que la tasa a la cual las hojas nuevas
son producidas, la capacidad fotosintética de la planta
no podra suplir los requerimientos de carbohidratos de
las hojas jovenes, lo que reduce su tasa de crecimiento
(Munns & Tester, 2008).
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Efecto del estrés por salinidad en
la fotosintesis, el metabolismo
y la nutricién vegetal

La exposicion a altas concentraciones de sales en el
suelo (por fuera de las raices) tiene un efecto claro en la
disminucién de la apertura estomatica (Shabala, 2017).
Ademads, en algunas especies vegetales se ha observado
gue, en presencia de este estrés, hay una disminucion en
la eficiencia cuantica fotoquimica del fotosistema 11, que
se correlaciona con el envejecimiento foliar y el aumento
en las concentraciones de Na* y Cl foliares (James et al.,
2002; Negrao et al., 2016). Luego del cierre de estomas,
la reduccion del CO, interno disminuye la actividad de
diferentes enzimas, incluyendo la RuBisCO (Chaves et al.,
2008), lo que limita la carboxilacion y reduce la tasa de
fotosintesis (Negrao et al., 2016).

Ademds del efecto sobre la fotosintesis, la toxicidad del
Na* impone un desbalance idnico en el citosol. Debido a la
similitud en las propiedades fisicoquimicas del Na* y el K*, el
ion Na* compite con el K* por los sitios de unién en procesos
metabdlicos en el citoplasma, como reacciones enzimaticas,
sintesis de proteinas y funciones del ribosoma (Pardo &
Rubio, 2011). Con mas de 50 enzimas citoplasmaticas que
son activadas por el K*, la disrupcidon del metabolismo es
severa, tanto en las raices como en los tejidos foliares. La
salinidad también afecta la capacidad de las plantas de
adquirir y metabolizar otros nutrientes esenciales, como
el calcio, el nitrégeno, el fosforo y el magnesio (Loupassaki
et al,, 2002). La reduccién en la tasa de fotosintesis y la
disrupcion de los procesos metabélicos, causadas por el

estrés osmético y la toxicidad del Na* en el tejido vegetal,
generan un estrés secundario, el estrés oxidativo (Khan,
Tanveer et al., 2020; Shabala, 2017) (véase, mas atras, la
seccion “Respuesta antioxidante”).

Principales mecanismos de
tolerancia al estrés por salinidad

Las plantas utilizan varios mecanismos fisioldgicos
y bioquimicos para evitar el dano y sobrevivir bajo
estas condiciones de estrés. Debido a la naturaleza del
estrés salino, las plantas deben generar estrategias
para enfrentar los estreses osmético, idnico y oxidativo
producidos por la alta concentracion de sales en el suelo
(Lazar, 2003). Algunos de los principales mecanismos
de respuesta son el ajuste osmoético, la respuesta
antioxidante y la regulacién hormonal, que se encuentran
explicados con mayor detalle en la seccion “Respuesta
antioxidante”. Sin embargo, existe una respuesta
especifica ante la toxicidad de iones Na* y Cl" y que es
necesaria para el aumento en la tolerancia de las plantas
a estas sales: la homeostasis idnica. Para mantener la
homeostasis, las plantas utilizan mecanismos como
los siguientes: 1) la expulsion del Na* del citosol, 2) el
secuestro de este ion en las vacuolas y 3) su acumulacion
en hojas viejas para proteger el crecimiento de las
plantas en condiciones de salinidad (Khan, Tanveer et al.,
2020; Numan et al., 2018). Ademas, debido al desbalance
en la proporcién Na*/K* generado por la entrada de Na*
a las células, estas deben activar mecanismos para la
retencion de K* en el citosol y prevenir las alteraciones
metabdlicas por la fuga de este ion (Assaha et al., 2017,
Shabala, 2017; Shabala & Cuin, 2008).
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Metales pesados

Los metales pesados son elementos que poseen cinco
veces la gravedad especifica del agua (>5 g/cm?) (Singh
et al,, 2016). Son constituyentes naturales de la corteza
terrestre, pero, debido a actividades humanas y al
aumento en los residuos industriales, la contaminacion
de los suelos y las fuentes hidricas han resultado en una
problematica importante en los ecosistemas, pues estos
metales no son biodegradables y se mantienen en el
ambiente de forma indefinida (Singh & Prasad, 2011). La
polucién por metales pesados se debe principalmente a
las industrias en crecimiento, la mineria, la fundicion, la
eliminaciéon de desechos industriales, las aplicaciones
de fertilizantes y pesticidas en cultivos, los abonos
compostados, la irrigacion de cultivos con aguas
residuales no tratadas o lodos, las plantas de energia,
la deposicion atmosférica, el refinado y el derrame de
petroquimicos (Gangwar et al., 2014).

Estos metales pueden entrar en la cadena alimenticia
como resultado de su absorcién por parte de las plantas
(Gangwar et al., 2014). Por esto, cuando se encuentran

en el suelo, implican un riesgo para el desarrollo vegetal
y para la salud humana (Singh et al., 2010). Entre
los metales pesados se encuentran algunos que son
esenciales para el desarrollo vegetal; sin embargo, a
elevadas concentraciones, pueden afectar la fisiologia y
bioguimica de las plantas (Dubey et al., 2018; Gangwar
et al.,, 2014). La toma y translocacion de estos metales
puede variar de forma considerable y depende de la
especie vegetal y el tipo de metal (Dutta et al,, 2018).
Metales como el hierro (Fe), el manganeso (Mn), el
niquel (Ni), el zinc (Zn) y el cobre (Cu) son esenciales
y cofactores necesarios para muchas reacciones
enzimaticas (Fox & Guerinot, 1998). Los metales pesados
no esenciales (Cr, As, Cd, Pb, Hg), por su parte, no son
requeridos por los organismos e interfieren en procesos
fisioldgicos al alterar reacciones enzimaticas debido a su
reactividad con los grupos tiol y otros grupos funcionales
(Dubey et al., 2018), como se observa en la figura 4.1.
Por esta razon, las plantas deben adquirir mecanismos
especializados para percibir, transportar y mantener
metales esenciales dentro de los limites fisioldgicos y
para controlar la acumulacion excesiva de metales no
esenciales (Gangwar et al., 2014).

Efecto del estrés por metales pesados en plantas.

Fuente: Elaboracién propia con base en Dutta et al. (2018)
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Efecto de los metales pesados
en el crecimiento, la fisiologia
y la bioquimica vegetales

Los metales acumulados en los tejidos vegetales pueden causar efectos
toxicos, especialmente cuando se translocan a los tejidos aéreos
(Gangwar et al., 2014). La disminucién en el crecimiento, la necrosis
foliar, la disminucidn en la tasa de germinacion y la pérdida de turgencia
son las consecuencias mas comunes del estrés por metales pesados
(Sharma & Dubey, 2007). Esto se debe a sus efectos sobre la fisiologia
vegetal en procesos como la fotosintesis, la toma y el transporte de agua,
la transpiracién, la nutricidn mineral y la toma de elementos esenciales
(Gangwar et al., 2014). Ademas, los iones metalicos pueden interactuar
con el ndcleo celular y causar danos en el ADN, como la modificacién de
bases, la depurinacion y la alteracion en el ciclo y division celular (Hossain
et al., 2012).

Con respecto al efecto de la presencia de estos metales sobre el aparto
fotosintético, algunos estudios han reportado disminuciones en la
actividad del fotosistema 11 (psn) y el rendimiento cuantico (Ventrella et
al., 2009). Estos iones metalicos interfieren con las reacciones de luz y
causan disminuciones significativas en la asimilacién de CO,, mediante
la inhibicién de la actividad RuBP carboxilasa o la afectacién de la
estabilidad estructural de esta a través de la interaccidn con los grupos
tiol (Dutta et al., 2018). Ademas del aparato fotosintético, los metales
pesados alteran el metabolismo vegetal. Con respecto al nitrégeno, los
metales inhiben la actividad de las enzimas clave en los procesos de
metabolismo y asimilacién de amonio y nitrato, como nitrato reductasa,
nitrito reductasa, glutamina sintetasa, glutamina oxoglutarato
aminotransferasa y glutamina deshidrogenasa, respectivamente (Chiraz
et al., 2003). El As(V), al ser quimicamente similar a los fosfatos, puede
ser transportado por proteinas transportadoras de fosfatos al interior
de la membrana plasmatica, generando un desbalance en el suministro
de fosfatos (Dubey et al.,, 2018). Durante reacciones de fosforilacion,
el As(V) puede competir con los fosfatos y desacoplar la fosforilacion
oxidativa al desplazar el fosfato durante la sintesis de ATP (Finnegan &
Chen, 2012).

El estrés por metales pesados también induce la acumulacién excesiva de
ROS, como el anién superdxido (0,), el radical hidroxilo (OH-) y el peréxido
de hidrégeno (H,0,), dentro de las células (Shahid et al., 2014). En los
tejidos vegetales, las Ros pueden ser directamente producidas por Cu,
Pb, Cr y As, y de forma indirecta por Cd, debido a que este metal puede
producir ROS a través de la inactivacién enzimatica y la estimulacién de la
expresion de lipoxigenasas (Dubey et al., 2018).
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En muchas especies
vegetales se ha reconocido
que los metales pesados
inducen la peroxidacion
lipidica, reducen el nivel
de dcidos grasos saturados
y aumentan el contenido de
dcidos grasos insaturados
en las membranas
(Dubey et al., 2018;
Hossain et al., 2012).

Sistemas de detoxificacion en plantas

Las raices de las plantas pueden prevenir el ingreso de los metales al interior
de la planta al precipitar los iones metalicos presentes en el suelo mediante
exudados radicales como el malato, el oxalatoy el citrato (Hossain et al., 2012).
Una vez estan en el interior de la planta, las células pueden utilizar proteinas
de transporte para excluir los metales hacia el apoplasto, disminuyendo
su concentracion en el interior celular (Dubey et al,, 2018). Ademas de la
exclusion, existen otros mecanismos para restringir la toma y transporte
de metales pesados, como la formacién de complejos en la interfase pared
celular-membrana plasmatica y la distribucidn espacial de los metales, en la
gue estos se acumulan en las raices para prevenir el dano en tejidos foliares
(Hossain et al., 2012). Una vez en el interior de las células, la quelacion y
el secuestro en las vacuolas son los mecanismos mas importantes en la
detoxificacién de metales pesados (Dubey et al., 2018). Moléculas de bajo
peso molecular especificas con el 6sH, las fitoquelatinas (Pc, por sus siglas
en inglés) y las metalotioneinas (MT) se unen a los metales pesados para
facilitar su transporte hacia las vacuolas (Dubey et al., 2018; Jain et al., 2018).
Ademds, algunos reportes indican el papel de aminoacidos como la prolina
en el incremento de la resistencia al estrés por metales pesados en las
plantas, no solo de forma indirecta, al contribuir al ajuste osmético celular,
sino también con la formaciéon de complejos prolina-metal, que previenen
dafos enzimaticos (Sharma & Dietz, 2006; Viehweger, 2014).

Debido a la generacion de
ROS, se activan mecanismos
enzimdticosy no
enzimdticos para eliminar
su exceso y prevenir los
darios celulares (véase,

mds atrds, la seccion
“Respuesta antioxidante’).
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Papel de las PGPB en la
mitigacion del estrés abidtico

Efecto de los estreses por salinidad y déficit hidrico

sobre el desarrollo de las plantas.
Fuente: Forni et al. (2017)

La mitigacion de estreses
abidticos en las plantas
mediante la aplicacion de
PGPB integra diferentes
mecanismos que afectan
tanto el crecimiento como
el desarrollo de estas. Estos
mecanismos pueden actuar
de manera sinérgica,
mitigando los efectos
deletéreos que producen los
diversos estreses abidticos
a los cuales se enfrentan las
plantas durante su ciclo de

vida (Ullah et al., 2019).

Las PGpPB utilizan diversos mecanismos parainfluenciar el comportamiento
de la planta bajo condiciones de estrés abiético; uno de ellos es el uso de
sustancias reguladoras del crecimiento, como las auxinas, de las cuales el
acido indolacético (ala) induce la estimulacion de la divisidn celular tanto
en el tallo como la raiz, lo cual mitiga la pérdida de biomasa debida al
retardo del crecimiento por causa del estrés abiotico (Riemann et al., 2015).
Este compuesto también ha sido relacionado con el aumento de fenoles
totales, el contenido de calcio intracelular y la actividad de la enzima
polifenol oxidasa en las plantas bajo estrés, factores que benefician la
mitigacion de estos estreses abidticos (Ahmad et al., 2008; Chowdhury,
2003; Ullah et al., 2019).

Moléculas como el AlA, las giberelinas y las citoquininas producidas por
las PGPB (ya sea en la rizésfera o en los tejidos de las plantas) generan
el aumento de la division celular, estimulando también la extensién de
la raiz y la generacién de pelos radicales, lo cual incrementa la toma de
nutrientes debido a una mayor superficie de captacion para la planta (Qin
et al., 2016). Plantas inoculadas con PGPB han demostrado aumentar la
toma de nutrientes como fésforo y potasio bajo condiciones de estrés
abidtico, lo cual se ha visto vinculado a la mitigaciéon de este (Moreno-
Galvan, Romero-Perdomo et al., 2020; Rojas-Tapias et al., 2012; Tiwari et
al., 2018). En la figura 4.2 se puede observar, de forma general, el efecto
de las PGPB en la respuesta a algunos estreses abiéticos.
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Desbalance osmoético, deshidratacién celular,
inhibicion de la fotosintesis y produccién de ROS

Hormonas: etileno, acido
abscisico, citoquininas,
auxinas, acido salicilico y
acido jasmonico

Reduccion del crecimiento

Disminucion en
rendimiento de

Cambios transcripcionales cultivos

Factores de transcripcién,
MAPK, fosfomonoesterasas,
proteinasas y mRNAs

Osmolitos, antioxidantes enzimaticos
y no enzimaticos, proteinas
LEA, moléculas chaperonas y
metabolismo de lipidos

Respuesta al estrés

La produccién de exopolisacaridos (EPS) también ha sido
asociada con la mitigacion de estreses abidticos, ya que
estos, ademas de incrementar grandemente el volumen
de los macroporos y los agregados de suelo rizosféricos,
favorecen la adhesion a la superficie radicular vy, al estar
involucrados en la formacién de biopeliculas, pueden
producir zonas de microhidratacién a nivel radicular, lo que
favorece el intercambio de nutrientes y protege a la raiz
frente a la desecacion en medios con un bajo contenido
de agua (Dimkpa et al., 2009; Kavamura & De Melo, 2014;
Moreno-Galvan, Cortés-Patifio et al, 2020; Timmusk &
Nevo, 2011; Upadhyay et al,, 2011; Yegorenkova et al., 2001).

Todos estos mecanismos nombrados anteriormente
trabajan de forma indirecta sobre la promocion del
crecimiento vegetal bajo condiciones climaticas favorables
y no favorables, como lo son los estreses abidticos. Sin
embargo, existe una actividad enzimatica llamada acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico (acc) desaminasa
(ACC-desaminasa), la cual, cuando esta presente en los
microorganismos, ha demostrado producir un impacto
importante sobre la mitigacién del estrés abidtico en las
plantas (Glick, 2014).
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Efecto de la ACC-

desaminasa bacteriana
en la mitigacion de
estreses abidticos

El aumento en la produccidn de etileno en las plantas es un indicador
de susceptibilidad ante varios tipos de estrés ambiental (Glick, 2014;
Miller & Munné-Bosch, 2015). Este compuesto es una hormona
vegetal relacionada con la regulacién de varios procesos fisioldgicos
en las plantas, pero su producciéon asociada a estreses abidticos
conduce a una reduccién significativa en el crecimiento y desarrollo
vegetal, razon por la cual, si no es controlado correctamente, puede
iniciar la senalizacion celular apoptética, que genera la muerte de la
planta (Dubois et al., 2018; Igbal et al., 2017).

Las plantas biosintetizan el etileno a partir de la S-adenosilmetionina
(saM), la cual es convertida por la 1-aminociclopropano-1-carboxilato
sintetasa (Acs) en acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (acc), el
cual es convertido, finalmente, en etileno por la ACC-oxidasa (Glick
et al., 2007; Vurukonda et al., 2016). Al respecto, la incidencia de
estreses abiodticos ha demostrado aumentar la sintesis del precursor
inmediato Acc, el cual es tan secretado por las plantas en sus
exudados radicales que ha sido hallado en casi todas las plantas que
crecen en condiciones ambientales estresantes (Abiri et al., 2017; Liu
et al., 2015; Wang et al., 2013).

El papel que desempena la ACC-desaminasa en plantas bajo
estrés abidtico estd relacionado con la reduccién de la accidn
inhibitoria del etileno (Shaharoona et al., 2006). La presencia de
dicha enzima en las bacterias es capaz de reducir la produccion
de etileno en las plantas (Yang et al., 2009), mediante la
metabolizacién del Acc (presente en los exudados radicales),
convirtiéndolo en a-cetobutirato y amonio. Esto permite que el
sistema radical se desarrolle sin la inhibiciéon propia de dicho
compuesto, propiciando asi una mayor absorcién de nutrientes
(Glick, 2014; Glick et al., 2007). Existen muchos reportes sobre
el mejoramiento en el desarrollo de la planta al inocular cepas
bacterianas que son positivas a la produccién de ACC-desaminasa
durante estados de sequia (Sarma & Saikia, 2014), estrés por
exceso de agua (Grichko & Glick, 2001), hipersalinidad (Nadeem
et al., 2007; Stearns et al., 2005) y otros tipos de estrés. En la
figura 4.3 se observa como una bacteria con ACC-desaminasa y
la producciéon de auxinas pueden favorecer el crecimiento de una
planta bajo condiciones de estrés abidtico.
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" Figura4.3. Modelo de la forma como una PGpB que produce ACC-desaminasa y A1A puede

facilitar el crecimiento vegetal bajo condiciones de estrés.
Fuente: Elaboracién propia con base en Glick (2014)
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Nota: La tnica enzima sefialada en la figura es la ACC-desaminasa. La saM es convertida en acc por la ACC-sintasa, y el
Acc es convertido en etileno por la ACC-oxidasa. La biosintesis de A1a tanto en plantas como en bacterias es un proceso
complejo que implica multiples enzimas y factores.

Ejemplos de mitigacion
del estrés por altas y bajas
temperaturas mediante PGPB

Entre los posibles escenarios dados por la variabilidad climatica se
encuentran los extremos de temperatura, que afectan la fisiologia de las
plantas y disminuyen, asi, la produccion y el rendimiento de los cultivos;
sin embargo, el uso de PGPB ha demostrado aumentar la tolerancia de
las plantas a condiciones de altas y bajas temperaturas. Sarkar et al.

Capitulo 4. Aplicacion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal en la mitigacion de estreses
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(2018) encontraron que, en dos cultivares de trigo
(HT 41 y HT 15) expuestos a temperaturas de 40 °C,
la inoculacién con Bacillus safensis permitié un mayor
contenido relativo de agua (Rwc, por sus siglas en
inglés) foliar, un menor contenido de RoS a nivel
foliar (H,0, y 0,7), una menor peroxidacién lipidica y
una menor fuga de electrolitos. La regulacion de la
cantidad de Ros se correlacion6 con el aumento en
la actividad antioxidante de las enzimas APX, GR, SOD,
CAT y POX, y con el aumento en la concentracidon de los
antioxidantes no enzimaticos glicina-betaina y acido
ascorbico, asi como con la disminucidn en el contenido
de prolina. Con estos resultados, los autores sugieren
la inoculacién de semillas como una herramienta
sencilla, efectiva y asequible para mejorar la respuesta
de las plantas al estrés por altas temperaturas. La
modulacién en la actividad antioxidante también fue
encontrada por Alietal.(2011) en plantas de lavariedad
de trigo LOK-1, pero estos autores encontraron
gue la inoculacién con Pseudomonas putida AKMP7
resultéd en una disminucidén en la actividad enzimatica
antioxidante y en un aumento en la concentracién de
solutos compatibles. Esto resalta la importancia de
las interacciones especificas entre plantas y PGPB,
gue pueden resultar en diferentes respuestas a las
condiciones ambientales.

Bruno et al. (2020) observaron no solo un aumento
en la tolerancia a altas temperaturas en plantas
de sorgo, sino ademas un efecto de la inoculacién
con la cepa Providencia rettgeri TCR21 en presencia
de Cr*¢, pues las bacterias no solo aumentaron la
tolerancia a estos estreses combinados, sino que
ademas disminuyeron la concentracidn foliar de este
metal pesado. En combinacién de estos estreses, los
autores encontraron una disminucién significativa de
la concentracidén de prolina en las plantas inoculadas,
asi como un aumento significativo en la actividad
enzimatica antioxidante. Las plantas inoculadas
presentaronunamayortasadeproducciéndebiomasa,
longitud foliar y radical, y contenido de pigmentos
fotosintéticos. En un trabajo que probaba la respuesta
de las plantas inoculadas a diferentes estreses,
Abd El-Daim et al. (2019) observaron la capacidad
de la cepa Bacillus velezensis 5113 para mejorar la
supervivencia de plantas de trigo a estrés por altas
(40 °C) y bajas (-5 °C) temperaturas, y encontraron

diferencias en la acumulacién diferenciada de
metabolitos entre las plantas inoculadas y las no
inoculadas. En bajas temperaturas, la acumulacién
de metabolitos como sacarosa, prolina y piruvato
disminuyé en las plantas estresadas, pero aumenté
en las plantas inoculadas con la cepa 5113. Ademas,
los autores encontraron que el efecto del estrés por
frio en las vias metabdlicas fue mayor en las plantas
no inoculadas, pues se encontré la acumulacion
de metabolitos implicados en las principales vias
metabodlicas, como el metabolismo de azlcares
y la sintesis de flavonoides, pero los metabolitos
acumulados en las plantas inoculadas no fueron
conectados con estas vias metabdlicas.

Con respecto a la inoculacién de PGPB para mejorar
la respuesta a bajas temperaturas, se ha observado
la capacidad de la cepa Burkholderia phytofirmans
PsJN en plantas de vid. Ait Barka et al. (2006)
encontraron que esta cepa promueve un mayor
desarrollo de la raiz y una mayor produccién de
biomasa en plantas sometidas durante 14 dias a 4°C.
Ademads, la inoculacién con esta cepa incrementd
los contenidos de almidén, prolina y compuestos
inddlicos en las plantas. Asimismo, Fernandez et al.
(2012) encontraron que esta cepa tiene la capacidad
de mitigar el efecto de bajas temperaturas (4 °C)
en la fotosintesis, y sugieren la modificacién del
metabolismo de carbohidratos como un mecanismo
implicado en el efecto de esta cepa. Theocharis
et al. (2011) encontraron, ademds, que esta cepa
permite una respuesta mas rdpida y un aumento
en la expresiéon de genes asociados a sistemas de
defensa y actividad antioxidante. En general, esta
cepa modifica diferentes mecanismos de respuesta
en la planta que permiten una mejor tolerancia a las
bajas temperaturas. En plantas de tomate, Chen et al.
(2014) observaron que la inoculacidn con la bacteria
endofitica TPs-04, con actividad ACC-desaminasa,
resultéd en un incremento en la actividad enzimatica
antioxidante y disminuy6é de forma significativa la
acumulacién de H,0, y la peroxidacién lipidica en
respuesta a bajas temperaturas nocturnas (6 °C).
Igualmente, Saikia et al. (2018) encontraron que los
niveles de prolina se incrementaron significativamente
en Vigna mungo L.y Pisum sativum L. al inocularlas con
un consorcio formado por diferentes PGPB.
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Ejemplos de mitigaciéon
del estrés por déficit
hidrico mediante PGPB

El efecto de la inoculacién con PGPB bajo condiciones de
déficit hidrico ha sido evaluado en diversos cultivos de
importancia econédmica, y se ha encontrado, entre los
efectos mas importantes, la modulacién de la producciéon
de reguladores de crecimiento vegetal. Zhang et al.
(2007) reportaron que la inoculacién con la cepa Bacillus
subtilis GB03 promovié el crecimiento de plantas de
Arabidopsis mediante la regulaciéon de la homeostasis
de auxinas; especificamente, observaron una mayor
expresion génica relacionada con la sintesis de auxinas en
partes foliares de las plantas expuestas a la cepa GBO03.
Ademads, encontraron que esta sintesis es mediada por
la produccion de compuestos volatiles organicos (voc,
por sus siglas en inglés) por parte de la bacteria. Cohen
et al. (2009) demostraron que la inoculacién con la cepa
endofitica Azospirillum lipoferum USA 59b resulté en un
aumento en la produccién de ABA en plantas de maiz
tratadas previamente con inhibidores de la sintesis de
ABA y giberelinas y que fueron sometidas a dos periodos
de 10 y 7 dias de sequia, respectivamente. Este aumento
permitié una mayor produccion de materia seca foliar y
radical, mayor altura, mayor area foliar y mayor Rwc. Estos
resultados resaltan el valor de la modulacién hormonal en
la respuesta a estrés por parte de estos microorganismos,
pues esta modulacién puede ser diferente dependiendo de
cadamicroorganismoy de las condiciones experimentales.
Cura et al. (2017) encontraron, por el contrario, que la
inoculacién de plantas de maiz con las cepas Azospirillum
brasilense Sp7 o Herbaspirillum seropedicae Z-152 result6
en una disminucién en el contenido de ABA y etileno, asi
como en una reduccién en el contenido de prolina. Esto fue
asociado con una menor percepcion del estrés por parte
de la planta, que resultéd en una menor peroxidacion de
lipidos y en un mayor contenido de carbono, nitrégeno,
clorofilas y Rwc a nivel foliar, ademas de una mayor
produccion de biomasa.

Ademas de las respuestas a nivel foliar, la modulacién
hormonal generada por las PGPB también puede producir
cambios y alteraciones en la morfologia y estructura de
la raiz, que resultan en un aumento en la toma de agua y

nutrientes, lo que genera un efecto positivo en condiciones
de déficit hidrico (Ngumbi & Kloepper, 2016). Incrementos
enlalongitud y biomasa de las raices de plantas sometidas
a déficit hidrico han sido reportados en plantas de maiz
(Cura et al, 2017; Naseem & Bano, 2014; Naveed et al,,
2014), trigo (Timmusk et al., 2014), arroz (Filgueiras et al.,
2020; Silva et al., 2020), vid (Rolli et al., 2015) y cana de
azucar (Moutia et al., 2010), entre otros cultivos. Vargas et
al. (2014) encontraron que, al inocular plantas de cafna de
azucar con la cepa Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5,
la colonizacién de las bacterias modificé la expresion de
genes asociados a la respuesta al estrés y al metabolismo
de hormonas en la planta, especialmente en las raices, lo
gue sugiere que las raices inoculadas no experimentan
el mismo nivel de estrés que las raices de plantas no
inoculadas. Jochum et al.(2019), por su parte, demostraron
el efecto superior de dos cepas de PGPB al aplicarlas en
trigo y maiz en condiciones simuladas de estrés hidrico, al
incrementarse significativamente variables relacionadas
con la arquitectura de la raiz y la elongacion de hojas y
tallos, en comparacion con el control no inoculado.

Otra de las respuestas frecuentemente observadas con
la inoculacién de PGPB en condiciones de déficit hidrico
es una mejora en el estado hidrico foliar de las plantas
inoculadas. Saikia et al. (2018) encontraron que, en
plantas de frijol negro (Vigna mungo L.) y arveja (Pisum
sativum L.), la inoculacién con un consorcio de tres
bacterias con actividad ACC-desaminasa (Ochrobactrum
pseudogrignonense RJ12, Pseudomonas sp. RJ15 y
Bacillus subtilis RJ46) resulté en un incremento en
el rRwc del 85%, con respecto al control no inoculado,
en las plantas, luego de 45 dias bajo estrés osmoético
simulado con polietilenglicol 600 (PEG-600). Ademas,
en este trabajo se observd un efecto directo de la
inoculacién en la disminucién de la actividad de las
enzimas antioxidantes catalasa y peroxidasa, asi
como una disminuciéon en el contenido radical del
Acc, precursor del etileno. El impacto que tiene una
mejora en el RWC ha sido correlacionado con una mejor
respuesta fotosintética de las plantas. Naveed et al.
(2014) encontraron que la inoculacién de plantas de
maiz con las cepas Burkholderia phytofirmans PsJN y
Enterobacter sp. FD17 resulté en un 30 % mas de RWC en
las plantas inoculadas, asi como en mayores tasas de
asimilacion de CO,, conductancia estomaticay eficiencia
fotoquimica del fotosistema 11 (Psii). Otros trabajos con
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resultados similares han sido realizados en plantas de
Arabidopsis (Bresson et al., 2013; Rangel de Souza et al.,
2016), arroz (Filgueiras et al., 2020), soya (Bulegon et al.,
2019) y Populus sp. (Khan et al,, 2016). Timmusk et al.
(2014) observaron, a través de microscopia electrénica,
la formacién de biopeliculas en pelos radicales de
plantulas de trigo en condiciones simuladas de estrés
hidrico. Se determind, en general, que la eficiencia
del uso de agua en las plantas inoculadas con Bacillus
thuringiensis AZP2 se incrementé en un 63% en
comparacion con las plantas control no inoculadas.

La capacidad de las PGPB para mejorar la respuesta en
la eficiencia fotoquimica y en procesos fotosintéticos se
relaciona con la modulacién de larespuesta antioxidante
en las plantas y con la acumulacién de solutos para
disminuir el efecto de bajos potenciales hidricos
intracelulares. Sandhya et al. (2010) encontraron
un mayor contenido de prolina, azlcares totales y
aminoacidos, con respecto al control no inoculado, en
plantasdemaizinoculadascontrescepaspertenecientes
al género Pseudomonas. Ademas, observaron una
menor actividad de las enzimas antioxidantes APX, CAT
y GPX. Moreno-Galvan, Romero-Perdomo et al. (2020)
reportaron que, en plantas de maiz sometidas a 45 dias
bajo déficit hidrico al 30 % de capacidad de campo, la
inoculacién con cepas del género Bacillus resultéd en
un aumento en la concentracion de prolina, P, Ca*? y K*
en el tejido foliar, asi como en una disminucién en la
actividad ascorbato peroxidasa y glutatién reductasa,
lo que significé un mayor contenido de biomasa seca
y una mayor altura foliar y radical. Con estas mismas

cepas, pero en otro modelo vegetal, pasto guinea,
Moreno-Galvan, Cortés-Patifo et al. (2020) encontraron
también un incremento en la concentracion de prolinay
una disminucidén en la actividad de la enzima glutatidn
reductasa, por lo que proponen estos dos mecanismos
como los principales responsables en la modulacién
de la respuesta al estrés por parte de estas PGPB. Sin
embargo, otros autores han encontrado un aumento
en la actividad enzimatica en plantas inoculadas con
PGPB en condiciones de déficit hidrico. Khan y Bano
(2019) encontraron una disminucién en el contenido
de prolina y también una disminucién en la actividad
antioxidante en plantas de maiz, lo que resulté en una
menor peroxidacion lipidica y en una mayor produccion
de biomasa seca foliar y radical.

Enfoques agrondmicos realizados por Bécquer,
Avila, Galdo et al. (2017) demostraron el efecto
bioestimulante de la inoculacién de Bradyrhizobium
sp. sobre el crecimiento y desarrollo de maiz
cultivado bajo condiciones de sequia agricola. Al
respecto, otras investigaciones (Bécquer, Avila,
Puentes et al., 2017; Bécquer Granados et al., 2019,
Bécquer-Granados et al, 2018) han demostrado
resultados promisorios mediante la coinoculacion de
Bradyrhizobium sp. junto con otros microorganismos,
particularmente Trichoderma harzianum y Glomus
cubense, en diferentes gramineas pratenses bajo
condiciones de déficit hidrico, y se infiere la existencia
de un consorcio entre estos microorganismos basado
en una interaccion microbiana positiva bajo estas
condiciones de estrés abiodtico.

Ejemplos de mitigacion
del estrés por salinidad
mediante PGPB

Gupta y Pandey (2019), al inocular frijol (Phaseolus vulgaris L.)
con cepas de Aneurinibacillus aneurinilyticus y Paenibacillus sp.,
altamente productoras de ACC-desaminasa, comprobaron su efecto,
significativamente superior al presentado en el grupo de control, en
condiciones simuladas de salinidad. Shukla et al. (2012) reportaron el
efecto de PGPB halotolerantes en el crecimiento de plantas de Arachis
hypogaea L., lo que mejord significativamente su produccién de biomasa
y mostré una mayor relacién K*/Na*, asi como un mayor contenido de
Ca*?, fésforo y nitrogeno. Rojas-Tapias et al. (2012) evaluaron cepas
de Azotobacter C5 y C9 en plantas de maiz (Zea mays L.) bajo tres
concentraciones de salinidad (0, 2,93y 5,85 g de NaCl kg de suelo™), y los
resultados demostraron un incremento en la clorofila y los polifenoles,
ademas de un crecimiento favorable en las plantas inoculadas en
comparacion con los controles de salinidad no inoculados. Ullah y Bano
(2015) inocularon cepas de Bacillus sp. y Arthrobacter pascens capaces
de solubilizar fésforo y producir sideréforos en plantas de maiz
inducidas a estrés por salinidad, y observaron que la coinoculacién
mejoré significativamente la producciéon de biomasa, aumenté la
acumulaciéon de prolina e incrementéd la respuesta de enzimas
antioxidantes como sob, CAT y APX. Sultana et al. (2019) demostraron
un alivio al estrés por salinidad en plantas de arroz inoculadas con
PGPB que tienen la capacidad de solubilizar fésforo, fijar nitrégeno y
producir AlA. Orozco-Mosqueda et al. (2020), por su parte, publicaron
la importancia de la actividad enzimatica de la ACC-desaminasa como
uno de los mecanismos mas importantes para inducir la tolerancia al
estrés salino en plantas junto con el efecto de rizobacterias del género
Bacillus. Asimismo, Khan, Asaf et al. (2020) aislaron bacterias enddfitas
de plantas halotolerantes y evaluaron su efecto en plantas de arroz
sometidas a estrés salino, y evidenciaron una reduccidn considerable
de ABA enddgeno; sin embargo, aumentd el contenido de azlcares
totales y de GsH. Etesami y Glick (2020) hallaron los mecanismos de
accién de las bacterias halotolerantes para aliviar el estrés salino
en las plantas; entre estas bacterias se destacaron los géneros
Halomonas, Bacillus, Streptomyces, Oceanobacillus y Pseudomonas.
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Varias investigaciones han
demostrado que la mayoria
de las bacterias halotolerantes
con efectos de mitigacion de
salinidad en planta poseen
ACC-desaminasa y la
capacidad de sintetizar AI4.
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Ejemplos de mitigacién
del estrés por metales
pesados mediante PGPB

Azcén et al. (2010) mostraron que la cepa Bacillus
cereus, al ser inoculada en plantas de Trifolium repens,
disminuia la toxicidad por metales pesados como
Fe, Mn, Zn y Cd y aumentaba tanto la produccién de
biomasa, al mejorar la toma de nutrientes como
nitrégeno, fdésforo y potasio, como la capacidad
de producir AIA. Shilev et al. (2020) aislaron y
caracterizaron 17 aislamientos de los géneros
Pseudomonas y Bacillus, y encontraron que poseian la
capacidad de producir ACC-desaminasa, sideréforos y
AIA, lo que evidencid que la inoculacién de consorcios

disminuyd la acumulacién de Cd, Pb y Zn en plantas de
Spinacia oleracea L. var. Matador, y esto aumentaba, a
su vez, la produccién de biomasa hasta en un 100%
en comparacion con el grupo de control no inoculado.
Alka et al. (2020) publicaron recientemente, como una
herramienta innovadora, el uso de PGPB para mitigar
la contaminacién por arsénico (As) en las plantas. Ma
et al. (2015), por su parte, mostraron el alivio en la
toxicidad de los metales pesados Cd, Pb y Zn en plantas
de Brassica napus al ser inoculadas con una cepa
de Bacillus sp. Asimismo, Konkolewska et al. (2020)
mostraron que cultivos en intersiembra de Brassica
juncea (L.) Czern., Zea mays L.y Medicago sativa L., al ser
inoculados con la cepa Burkholderia phytofirmans PsJN,
aumentaron la eficiencia de la fitoextraccién de Zn, Pb
y Cd, evidenciaron un aumento en el rendimiento de
biomasa seca e incrementaron la tasa de supervivencia
de las plantas cultivadas en suelo contaminado.
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La necesidad de realizar
prdcticas agm’colas y
forestales sustentables,
asi como de resolver
problemas ambientales
de degradacion y
contaminacion de

suelos, ha incentivado el
interés por expandir el
aprovechamiento de los
rizobios, particularmente
su versatilidad fisiologica y
su capacidad de establecer
relaciones con las plantas.

Introduccién

Los rizobios son un grupo complejo de bacterias Gram-negativas que viven en
el suelo como saprdfitos, en asociacion con plantas o en simbiosis (Benhizia
et al., 2004; Rosenblueth et al,, 2018). Estas bacterias son bien conocidas
por establecer una relacion simbiética con plantas de la familia Fabaceae,
conocidas como leguminosas, a las que proveen de compuestos nitrogenados
mediante la fijacién de nitrégeno atmosférico (N,), a cambio de fuentes de
carbono y otros nutrientes. Las primeras descripciones de los rizobios fueron
realizadas por Beijerinck y Frank a finales del siglo xix, cuando se descubrié
que estas bacterias eran responsables de la formacion de nédulos y de la
fijacién de nitrégeno, funcidén previamente asignada a las leguminosas. Las
bacterias simbidticas nodulantes fueron inicialmente clasificadas en el
género Rhizobium, pero posteriormente se fueron agregando otros géneros,
designados de acuerdo con su velocidad de crecimiento y especificidad con
el hospedador (Das et al., 2017). La clasificacion taxonémica de los rizobios
es muy dindmica, ya que a los rasgos tradicionales de morfologia celular, los
rasgos bioquimicos y la especificidad de hospedadores se han ido sumando los
atributos fisioldgicos y genéticos (Latif et al., 2013). Actualmente, la mayoria de
los rizobios pertenecen a la subclase Alfa-Proteobacteria, en la cual se estima
una diversidad aproximada de 40 géneros, entre los cuales se destacan los
siguientes: Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium,
Rhizobium y Sinorhizobium (Carvalho et al., 2010; Laguerre et al.,, 2001; Latif
et al,, 2013; Sessitsch et al., 2002), ademas de Devosia y Methylobacterium
(Balachandar et al.,, 2007; Senthilkumar et al, 2009). En las ultimas dos
décadas se han reportado algunos representantes de la subclase Beta-
Proteobacteria (por ejemplo, Burkholderia, Cupriavidus y Herbaspirillum) como
bacterias atipicas que también inducen la formacion de nédulos (Balachandar
etal., 2007; Bontemps et al., 2010; Das et al., 2017), y también se han reportado
miembros de la subclase Gama-Proteobacteria como ocupantes de nddulos,
especificamente del género Pantoea, asi como de los rdenes Enterobacteriales
y Pseudomonadales (Benhizia et al., 2004; Peix et al., 2015).

Los rizobios presentan una variedad de estrategias y estilos de vida que
les permiten asociarse a un amplio espectro de familias botanicas y, asi,
producir efectos diversos (Antoun et al., 1998; Mehboob et al., 2012; Van Loon,
2007). Ademas de la fijacion simbidtica de nitrégeno, otros mecanismos que
contribuyen al crecimiento vegetal estdn relacionados con la produccién
de metabolitos fitoefectivos, como fitohormonas, sideréforos, vitaminas y
antibidticos, asi como con la produccién de otros metabolitos “fitoefectivos”,
como lipoquitooligosacaridos (Lco) y exopolisacaridos (Mehboob et al., 2012),
los cuales se describen brevemente en esta revision. De acuerdo con su modo
de accidn, los rizobios se utilizan en diferentes aplicaciones biotecnoldgicas
como fitoestimulantes, biofertilizantes, bioplaguicidas y rizorremediadores
(Figueiredo et al., 2011).
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Asociaciones simbidticas
fabaceas-rizobios

Para que la simbiosis rizobio-leguminosa pueda establecerse exitosamente,
se debe llevar a cabo un proceso de colonizacién intracelular mediado por
una compleja via de senalizacion molecular (Oldroyd et al., 2011). Esta
sefalizacion es tan precisa que les permite a las leguminosas seleccionar
Unicamente a ciertos rizobios dentro de la comunidad bacteriana (figura
5.1a). El mecanismo de interaccidn bacteria-planta requiere de dos procesos
esenciales que se encuentran finamente coordinados: formacion del nédulo
e infeccion (figura 5.1b). Todo el proceso inicia cuando la planta comienza
a secretar en sus exudados compuestos fenélicos que atraen a los rizobios
hacia la raiz (Peters & Verma, 1990). Una vez que los rizobios se encuentran
cerca de los pelos radicales, la planta libera flavonoides al medio, los cuales
inducen la produccidn, por parte de los rizobios, de Lco llamados factores
de nodulacién (NodD) (Spaink, 2000). Los factores NodD son reconocidos por
la planta mediante receptores (LysM) que se encuentran en la membrana
plasmatica de las células de la raiz (Zipfel & Oldroyd, 2017). Mediante
proteinas de adherencia, los rizobios se unen a los pelos radicales, por lo cual
estos se enroscan, y asi ingresan al pelo radical (Gibson et al., 2008). Durante
este proceso de invasion, ademas de la sintesis del factor NodD, las bacterias
requieren de la produccion de exopolisacaridos y de especies reactivas de
oxigeno parainducir en la planta la formacién del canal de infeccién, y una vez
alcanzan la corteza del pelo radical, los factores NodD promueven la divisién
celular (figura 5.1a). En esta divisién celular se dispara un mecanismo de
sefalizacion en el cual participan las fitohormonas citoquininas y auxinas,
para dar lugar a la organogénesis del nddulo (Zipfel & Oldroyd, 2017).

El mecanismo general de infeccidn de rizobios se da a través de canales de
infeccién. Una vez que estos canales comienzan a formarse, las bacterias
son transportadas hacia el citoplasma de las células hospederas a través
del canal de infeccion por un mecanismo de endocitosis (Bianco, 2014).
Cada célula es envuelta por una membrana peribacteroidal (MPB), dando
lugar a su forma simbidtica, llamada bacteroide, el cual, bajo condiciones
microaerofilicas dentro del nédulo, es capaz de realizar enzimaticamente la
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transformacién de N, en formas biolégicamente activas de nitrégeno (figura
5.1b). Esta transformacidn es llevada a cabo por la enzima nitrogenasa, que
estd conformada por dos unidades proteicas: una proteina homodimérica
qgue contiene Fe y es codificada por nifH, y una proteina tetramérica que
contiene Fe y Mo (y en algunos casos V), codificadas por los genes nifD y
nifK, respectivamente (Raymond et al., 2004). Este complejo enzimatico es la
unidad central de fijacion de nitrégeno en todas las bacterias diazotréficas
conocidas a la fecha. En esta relacion simbidtica, la planta provee a los
bacteroides los nutrientes y la energia necesarios para llevar a cabo la
fijacion de nitrogeno. Compuestos como succinato, malato y fumarato son
transportados a través de la membrana peribacteroidal hacia el interior de
los bacteroides.

Estos compuestos son
utilizados para la
produccion de ATP y
posteriormente son
convertidos en piruvato,
que actia como fuente de
electrones para la reduccion
de N, a amonio, el cual
puede ser directamente
asimilado por las plantas

(Poole et al., 2018).

® Figura5.1. Procesos que dan lugar a la formacién de nédulos por parte de rizobios en
leguminosas. a. Sistema de sefializacién del proceso de colonizacién de rizobios en leguminosas;

b. Proceso general de infeccién y formacion del nédulo.
Fuente: Elaboracién propia con base en Clua et al. (2018)
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En las ultimas dos décadas se han estudiado
progresivamente las interacciones asociativas no
especificas entre diversas plantas y rizobios. En
plantasdistintasalasleguminosas,losrizobios pueden
colonizar exitosamente diferentes drganos y tejidos,
como las partes aéreas de la filésfera (hojas, tallos,
partes florales y frutos), los nichos rizosféricos (zona
de influencia de la raiz o el rizoplano) y la endosfera,
es decir, elinterior de diversos tejidos vegetales (Chi et
al., 2005; Schloter et al., 1997). De hecho, en especies
no leguminosas, los rizobios colonizan de manera
endofitica, es decir, en el interior de los tejidos, sin
ocasionarles enfermedad a las plantas (Sessitsch
et al., 2002), o como rizobacterias. Entre la amplia
diversidad de especies vegetales que son colonizadas
por estos microorganismos, se encuentran el arroz, la
avena, el trigo, el maiz, el algodédn, la cebada, la canola,
la lechuga, la mostaza, el sorgo, el pasto Sudan, el
mijo perla, el girasol, la ocra, la papa, el tabaco, el
nabo y el esparrago (Antoun et al., 1998; Biswas et al.,
2009; Glick, 2012, 2014; Mehboob et al., 2012). Aunque
los rizobios pueden colonizar de manera abundante
especies vegetales no leguminosas, solo en casos
excepcionales se forman estructuras semejantes a
nédulos o tejidos hipertréficos, cuya tasa de fijacién
de nitrégeno es limitada (Senthilkumar et al., 2009;
Trinick & Hadobas, 1995). Con respecto al efecto
observado en las plantas, se distinguen tres tipos de
interacciones entre rizobios y no leguminosas: 1) las
positivas, que promueven el crecimiento y rendimiento
de las plantas; 2) las débiles o negativas, que tienen un

minimo o nulo efecto en el crecimiento de las plantas,
y 3) las neutras o sin efecto, que no producen ni
incremento ni disminucion en el crecimiento (Perrine-
Walker et al., 2007). En las interacciones positivas se
ha observado un incremento en la germinacion, la
tasa de elongacién radicular, el vigor de las plantulas,
el crecimiento del tallo, el area foliar, la absorcién de
nutrientes, la actividad fotosintética, el contenido de
clorofila, la conductancia estomatica, la tolerancia
al estrés abiédtico, el rendimiento y el contenido de
proteina (Cassan et al., 2009; Chi et al., 2005; Hussain
et al., 2016; Mclnroy & Kloepper, 1995; Shakhawat
Hossain & Martensson, 2008). En ciertas condiciones
de tiempo y lugar, algunas interacciones rizobios-no
leguminosas producen efectos insignificantes en el
crecimiento y rendimiento de las plantas inoculadas,
y en otras, incluso se producen efectos negativos. La
evidencia indica que ciertos efectos negativos estén
relacionados con la sobreproduccidn de compuestos
de tipo fitohormonas (por ejemplo, acido indolacético)
y HCN (cianuro de hidrégeno) por parte de los
inoculantes rizobiales, asi como con la acumulacién
de acido nitrico dentro de las raices (Antoun et al.,,
1998; Mehboob et al.,, 2009; Perrine-Walker et al.,
2007). Actualmente, se sabe que el tipo y la intensidad
del efecto que tienen los rizobios en plantas distintas
a las leguminosas dependen del tipo de cultivo, la
bacteria inoculada, las condiciones de cultivo, la
microbiota nativa y el suelo, entre otros factores
ecoloégicos (Antoun et al., 1998; Hussain et al., 2016;
Mehboob et al., 2011).
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Mecanismos de promocion del
crecimiento de los rizobios

Los rizobios, simbidticos o no simbiéticos, al igual
que otras rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal, pueden mejorar el crecimiento o desempeno
fisiologico de las plantas a través de modos de accién
directos o indirectos. Los mecanismos de accién
directos promueven el mejoramiento del mecanismo
de nutricion (fijacion de nitrégeno, solubilizacion

de fosfatos, quelacion de hierro y produccién de
fitohormonas), mientras que los indirectos favorecen el
desempeno de las plantas en cuanto a la tolerancia a
factores biéticos o abiéticos (supresion de organismos
patdgenos e induccidn de resistencia tanto a patégenos
como a estreses ambientales) (figura 5.2) (Glick, 2012;
Gopalakrishnan et al., 2015; Van Loon, 2007).

® Figura5.2. Mecanismos de promocién del crecimiento vegetal por rizobios simbiéticos (con
leguminosas) y no simbiéticos (con no leguminosas). 1. Mecanismos directos; 2. Mecanismos indirectos.

Fuente: Elaboracién propia
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Mecanismos directos

Fijacion de nitrégeno

Elnitrégeno es un elemento esencial para el crecimiento
de las plantas, debido a que es indispensable en
la sintesis de acidos nucleicos, enzimas, proteinas
y clorofila (Lazar, 2003). Aunque el 78% del aire
atmosférico es N, no se encuentra en forma disponible
para las plantas, de manera que estas lo obtienen a
través de sintesis industrial, procesos bioldgicos y, en
menor grado, deposiciones atmosféricas de compuestos
nitrogenados oxidados o reducidos (Lassaletta et al.,
2014). Se estima que la fijacion bioldgica contribuye
con un 54%-65% del N utilizado en la agricultura
(Peoples et al., 2009). El proceso de fijacion bioldgica
en leguminosas requiere un alto gasto de energia,
por parte de las plantas, para el mantenimiento de la
relacién simbidtica, y por parte de las bacterias, para
ejecutar la serie de reacciones en cadena que reducen el
nitrégeno N, a NH, (Gopalakrishnan et al., 2015; Laranjo
et al,, 2014). Tanto la nodulacidn como la efectividad de
la fijacién simbidtica pueden ser limitadas por diversos
factores que en general limitan la supervivencia,
competencia e infectividad de los rizobios, entre los
cuales estan la deficiencia hidrica en el suelo, el
estrés osmotico, temperaturas extremas, la salinidad,
la acidez o alcalinidad de los suelos, la deficiencia de
nutrientes y la sobredosis de fertilizantes o plaguicidas
(Gopalakrishnan et al., 2015; Zahran, 2001).

Como se ha explicado anteriormente, los esfuerzos por
extrapolar de manera eficiente la fijacién de nitrégeno por
rizobios a plantas no leguminosas, especialmente cereales,
han tenido una reducida aplicacién practica debido a efectos
insignificantes o contrastantes en este intento (Hussain et
al.,, 2016; Rosenblueth et al., 2018; Sessitsch et al., 2002). En
muchos casos, no hay evidencia contundente de la fijacién
de nitrégeno como el principal mecanismo de promocién
del crecimiento; sin embargo, diferentes estudios sobre
inoculacién con rizobios en cereales, principalmente maiz
y arroz, reportan, ademdas de una colonizacién efectiva,
efectos benéficos que incluyen incremento en la absorcién
de nutrientes, mayor eficiencia fotosintética, asi como mayor
rendimiento y contenido de nitrégeno en grano (Chi et al.,
2005; Hussain et al., 2016). En la busqueda de diazétrofos
naturalmente asociados a cereales, se ha reportado la

ocurrencia comun de rizobios afiliados a los grupos Alfa-
y Beta-Proteobacteria, como Bradyrhizobium y Rhizobium,
a partir de secuencias de nifH en ADN en la rizosfera y
en diferentes tejidos de maiz (Roesch et al, 2008), en
macerados de arroz (Engelhard et al.,, 2000) y en rizésfera de
sorgo (Rodrigues Coelho et al., 2008). Analisis moleculares
funcionales mediante aproximaciones de transcriptémica
y protedmica han mostrado que ciertos grupos de
diazétrofos de arroz, especificamente Bradyrhizobium, son
activos a fijacién de nitrégeno en asociacién con la planta
(Rosenblueth et al., 2018). De manera similar, en un estudio
con plantas de cana de azicar cultivadas en maceta,
Thaweenut et al. (2011) sugieren que la proliferacién de
diazétrofas, entre ellas Bradyrhizobium sp. y Azorhizobium
caulinodans, estd relacionada con la expresién abundante
de genes nifH y la tasa de fijaciéon de nitrégeno analizada
por dilucién isotdpica. Ademas de las bacterias asociadas
gue proveen naturalmente de nitrégeno a las plantas, las
estrategias actuales involucran la modificacién genética,
especialmente de gramineas, a través de aproximaciones
dirigidas a 1) transferir los genes de la nitrogenasa,
2)desarrollarlasimbiosispornodulaciony,alternativamente,
3) desarrollar cereales que promuevan el crecimiento de
diazétrofas (véase Rosenblueth et al., 2018).

Solubilizacién de fésforo

Después del nitrégeno, el fésforo es el segundo
nutriente mas importante para las plantas. En el
suelo, el fésforo se encuentra en forma organica
(ligada) o inorganica (ligada, fijada o disponible), en
concentraciones que dependen principalmente de la
composiciéon del material parental; sin embargo, su
disponibilidad es influenciada por las caracteristicas
fisicoquimicas del suelo (especialmente el pH y la
materia organica), de la exudacion de las raices y de
la microbiota disponible (Gopalakrishnan et al., 2015).
Los rizobios pueden liberar el fésforo ligado a formas
orgdnicas a través de la accién de fosfomonoesterasas
y fitasas (mineralizacién), o por solubilizaciéon de
formas inorgdnicas mediante la liberacién de acidos
como 2-ceto-glucénico, glutdmico, sulfdrico, nitrico y
carbonico (Afzal & Bano, 2008; Alikhani et al., 2007;
Makoudi et al., 2018), y de esta manera incrementan
la absorcion de P y promueven el crecimiento de
las plantas. Diversos rizobios exhiben la capacidad
de mineralizar o solubilizar el P en simbiosis con
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leguminosas o asociadas endofiticamente con otras
especies; entre estos rizobios se encuentran Rhizobium
leguminosarum, Rhizobium meliloti, Mesorhizobium
mediterraneum, Bradyrhizobium sp. y Bradyrhizobium
japonicum (Afzal & Bano, 2008; Antoun et al., 1998;
Makoudi et al., 2018; Tao et al., 2008; Vessey, 2003;
Wang et al., 2006).

Formacion de sideréforos:

disponibilidad de hierro

El hierro es un micronutriente necesario para el 6ptimo
desarrollo de las plantas. Especificamente en la relacién
simbidtica rizobios-leguminosas, el hierro es necesario
para que la planta pueda sintetizar proteinas como la
leghemoglobina (indispensable para mantener bajas
las concentraciones de oxigeno dentro del nddulo),
y en los bacteroides es necesario para la sintesis de
nitrogenasas, citocromos, ferredoxinas e hidrogenasas
(Brear et al., 2013; Guerinot, 1991). Aunque el hierro es
un micronutriente abundante en los suelos, normalmente

se encuentra en estado insoluble, lo cual impide que
pueda ser aprovechado por la mayoria de los organismos
(Ahemad & Kibret, 2014). En este sentido, algunos
microorganismos han desarrollado estrategias para
la produccién de compuestos de bajo peso molecular
llamados siderdforos, que son capaces de unirse al hierro
insoluble (quelante) y, asi, facilitar su transporte al interior
delacélula.Las plantas utilizan el hierro proveniente de los
sideréforos de distintas maneras, ya sea incorporandolo
directamente desde el sideréforo, utilizando quelantes
para liberar el hierro soluble o bien mediante una
reaccion de intercambio de ligandos (Schmidt, 1999). Se
ha observado que los sideréforos pueden actuar como
fuente importante de hierro en plantas con deficiencias de
este nutriente (Radzki et al., 2013), por lo que los rizobios
pueden asistir a las plantas en su adquisicién. Algunas
especies reconocidas por la produccion de sideréforos son
R. meliloti, Rhizobium tropici, R. leqguminosarum bv. viciae,
R. leguminosarum bwv. trifolii, R. leguminosarum bv. phaseoli,
Sinorhizobium meliloti y Bradyrhizobium sp. (Antoun et al.,
1998; Chabot et al., 1996; Gopalakrishnan et al., 2015).

Produccion de fitohormonas

Las fitohormonas son mensajeros quimicos producidos en una célula o tejido
gue modulan procesos celulares en otra parte de la planta, por lo que requieren
concentraciones micromolares mas bajas (Lazar, 2003). Los rizobios, como la
mayoria de las bacterias rizosféricas, pueden inducir el crecimiento vegetal a
través de la produccién de fitohormonas como auxinas, citoquininas, giberelinas
y acido abscisico, y la produccién de la enzima acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (Acc) desaminasa (ACC-desaminasa) (Mehboob et al.,, 2012). Los
principales efectos de las hormonas producidas por rizobios inoculados en
semillas o raices de plantas no leguminosas son mejoras en el desempeno
fisioldgico de las plantas, como una mayor eficiencia fotosintética, un mejor uso
del agua y un aumento en la absorcidn de nutrientes, los cuales resultan en un
incremento de la productividad de los cultivos (Chi et al., 2005; Hussain et al.,
2016; Mehboob et al., 2012), mientras que, en leguminosas, estan mayormente
relacionados con la nodulacidn.

Las auxinas fueron de las primeras hormonas descritas y, en conjunto
con las citoquininas, difieren de otras fitohormonas en que son vitales
para las plantas, ya que se utilizan de forma continua, mientras que otras
fitohormonas tienen mecanismos de encendido y apagado. Las auxinas
regulan procesos del desarrollo de las plantas como la elongacion de tallos,
la dominancia apical, la organogénesis, el desarrollo de frutos y meristemos
y el crecimiento orientado, o tropismo. El acido indolacético (alA) es la auxina
mas abundante y fisioldgicamente importante, ya que regula procesos de
division celular y formacion y diferenciaciéon del haz vascular (Benkova et
al., 2003). Numerosos estudios reportan que la aplicacion exdgena de AlA
estimula la formaciéon de primordios de nédulos en ciertas leguminosas;
sin embargo, se ha encontrado que los requerimientos de auxinas para la
organogénesis de los nddulos varian entre tipos de nédulos, asi como que
la sensibilidad ocurre en ciertos intervalos de concentraciones (Ferguson &
Mathesius, 2014; Turner et al., 2013). En la simbiosis leguminosa-rizobios,
los controles locales (en el nédulo) y sistémicos (en el sistema radicular) de
nodulacidén estan regulados por el balance entre las diferentes fitohormonas.
Esto se lleva a cabo a través de dos mecanismos a través de los cuales la
senalizacion de las fitohormonas se altera durante la nodulacién: 1) mediante
la sintesis directa por rizobios y 2) mediante la manipulacién indirecta del
balance de fitohormonas en la planta desencadenado por los factores NodD,
los cuales son un prerrequisito para la formacién de nédulos (Ferguson &
Mathesius, 2014). Entre los rizobios mas sobresalientes por la produccion
de AIA se encuentran A. caulinodans, B. japonicum, Bradyrhizobium elkanii,
Mesorhizobium loti, Rhizobium japonicum, R. leguminosarum, Rhizobium
lupini, R. meliloti, Rhizobium phaseoli, Rhizobium trifolii y Sinorhizobium spp.
(Gopalakrishnan et al., 2015).

Por su parte, las citoquininas estimulan la divisidn y el alargamiento celulares
y, en algunos casos, el desarrollo de raices y la formacién de pelos radiculares
(Mehboob et al., 2012).
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A pesar de que se

tiene reportada una

gran diversidad de
citoquininas de origen
microbiano, hasta ahora
solo se ha reconocido a

los géneros Rhizobium

y Methylobacterium
como productores de estos
compuestos (Senthilkumar

etal., 2009).
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Las giberelinas, representadas por al acido giberélico,
son responsables de la elongaciéon de tallos y la
expansion de hojas, pero no tienen efecto en las raices.
La aplicacién de giberelinas estimula la germinacion de
semillas, induce la formacién de frutos sin semillas e
incrementa el nimero de botones, la expresion sexual
en flores y la nodulacién en leguminosas (Biswas
et al,, 2009). Se sabe de la producciéon de giberelinas
por Rhizobium y S. meliloti, pero pocos estudios han
mostrado evidencia del efecto especifico de giberelinas
producidas por rizobios inoculados en no leguminosas.
En un estudio reciente, la inoculacién de Rhizobium sp.
10268 en cana de azlcar produjo efectos positivos en
la produccién de brotes y el crecimiento de las plantas,
probablemente a través de la produccién de giberelinas
(Ferreira et al., 2020).

Por su parte, el acido abscisico (ABA) es sintetizado
primordialmente en las hojas, y su producciéon se
acentla a bajas temperaturas y en estrés hidrico. El
ABA regula la apertura y el cierre estomatico y funciona
como regulador del crecimiento vegetal al inhibir el
crecimiento de tallos e inducir dormancia de semillas
(Gopalakrishnan et al., 2015). Por algin tiempo se
considerd que su efecto era inhibidor de la formacion
de nddulos; sin embargo, se ha visto que su funcién es
compleja, al ser requerido solo en algunos tejidos o en
etapas fenoldgicas especificas, mientras que puede ser
inhibitorio cuando sus concentraciones son elevadas,
posiblemente ante condiciones de estrés (Ferguson &
Mathesius, 2014; Turner et al., 2013).

La ACC-desaminasa, que se considera dentro de la
familia de las enzimas triptéfano sintasas, requiere
de la vitamina B6 como cofactor para llevar a cabo

su actividad. El principal efecto del Acc es reducir los
niveles de etileno producido por estrés ambiental
(Glick, 2014). Las bacterias que producen AIA son
capaces de producir también altos niveles de Acc, como
R. leguminosarum bv. viciae, Rhizobium hedysari, R.
japonicum, Rhizobium gallicum, B. japonicum, B. elkanii,
M. loti y S. meliloti. Algunos de estos rizobios se han
inoculado en plantas sometidas a diferentes estreses
(metales pesados, patégenos, sequia, alta radiacion
o salinidad), y se ha tenido como resultado una
disminucidn en los niveles de etileno en la raiz, ademas
de un aumento en la elongacién de raices, una mejor
absorcién de nutrientes, un incremento en la nodulacién
y un aumento en la longitud de los tallos (Glick, 2014;
Gopalakrishnan et al., 2015).

Produccién de otros
compuestos fitoestimulantes

Otroscompuestosconefectoestimulantedelcrecimiento
vegetal en plantas no leguminosas estan representados
por moléculas senal producidas por rizobios como los
Lco, riboflavinay lumicromo, el compuesto que deriva de
la degradacion de la riboflavina (Mehboob et al., 2012).
Algunos géneros de rizobios con capacidad de producir
estos compuestos son Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Rhizobium, Mesorhizobiumy Sinorhizobium (Dakora et al.,
2015; Yang et al., 2002). En general, estos compuestos,
aplicados en concentraciones micromoleculares, como
es el caso de los Lco, pueden incrementar la produccién
de fotosintatos y el rendimiento en granos. De manera
similar, el lumicromo puede mitigar el estrés hidrico,
mientras que la riboflavina tiene un efecto promotor del
crecimiento vegetal via un aumento de la respiracién
radicular (Dakora et al., 2015; Yang et al., 2002).

Mecanismos indirectos

Biocontrol e induccion de
resistencia sistémica

Ademads del beneficio de la fijacion de nitrégeno y otros
mecanismos directos de promocidn vegetal, los rizobios
tienen propiedades para biocontrol e induccion de
resistencia sistémica contra fitopatégenos y plagas de
insectos. Estos mecanismos se basan en la produccién
de principios activos como los siguientes:

Como el 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG),
kanosamina, fenazina-1-acido-carboxilico,
pioluteorina, neomicina A, pirrolnitrina,
piocianina y viscosinamida, entre los
cuales el mas sobresaliente es el DAPG
por su amplio espectro antibacterianoy su
actividad antifingica y antihelmintica.

Sideroforos

Para una mayor absorcion de hierro, lo
que priva, por competencia, a los hongos
fitopatégenos.

Ademas de la produccién de metabolitos, los rizobios
pueden inhibir el crecimiento de fitopatégenos edaficos a
través de 1) la exclusiéon competitiva por nutrientes o del
sitio de colonizacion en la planta y 2) el micoparasitismo
de las hifas o la inhibicién de estructuras reproductivas
como esclerotios o zoosporas (Das et al, 2017;
Gopalakrishnan et al., 2015).

Por otro lado, en la induccién de resistencia sistémica
se generan senales que se distribuyen sistémicamente
y fortalecen los mecanismos de defensa de las
plantas a través de la acciéon de metabolitos como los
mencionados anteriormente o mediante la expresion de
genes y la produccién de enzimas liticas y antioxidantes,

Metabolitos de bajo

peso molecular

Como el cianuro de hidrégeno (HcN), que
inhibe metaloenzimas, en general, pero
particularmente de cobre contenido en la
citocromo C oxidasa.

Enzimas liticas

Como la quitinasa, $-1,3-glucanasa,
proteasay lipasa, que lisan paredes 'y
membranas celulares de patégenos
fungicos y bacterianos.

como la peroxidasa, el polifenol oxidasa, el superéxido
dismutasa, las catalasas, las lipoxigenasas y el ascorbato
peroxidasa, ademas de fitoalexinas y flavonoides o
incluso lipopolisacdridos que han mostrado efecto
en la protecciéon contra nematodos (Das et al.,, 2017,
Gopalakrishnan et al., 2015). Algunas especies, como B.
japonicum, R. meliloti y R. leguminosarum, son conocidas
por su eficiencia en el control de fitopatégenos fungicos
del suelo como Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotium y
Macrophomina (Das et al., 2017). La capacidad de
biocontrol e induccién de resistencia sistémica de los
rizobios se ha probado mediante el uso de extractos de
nédulos o la inoculacién en plantas, tanto leguminosas
como de otras familias botanicas.
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Mitigacién de estreses
abiéticos: salinidad, acidez
del suelo y metales pesados

De manera natural, los rizobios presentan algunos
mecanismos clave para la tolerancia o resistencia
a diferentes condiciones estresantes, como estrés
ambiental, déficit hidrico, temperaturas extremas,
salinidad, pH extremos, metales pesados y plaguicidas.
La asociacion artificial o la simbiosis de plantas con
rizobios pueden mitigar el dafo de estos factores
estresantes, que limitan la productividad de los cultivos
(Yang et al., 2002).

Es bien sabido que las altas temperaturas ambientales
producen efectos negativos en las plantas,
principalmente a causa de las pérdidas de agua por
aumento de la transpiracién. Asimismo, se limita la
actividad enzimatica para llevar a cabo procesos vitales
para las plantas, como la fotosintesis, mientras que,
en leguminosas, se limitan considerablemente los
procesos asociados a la nodulacién. Aunque los rizobios
son, en general, susceptibles a altas temperaturas,
muchos de ellos exhiben adaptacién natural al calor
a través de procesos regulatorios complejos que
involucran el uso de proteinas y lipopolisacaridos (LPS)
(Gopalakrishnan et al., 2015; Zahran, 2001). Al someter
a cepas de rizobios tolerantes a temperaturas por
encima de los 30 °C, se ha observado un incremento en
la produccidn de sustancias poliméricas extracelulares
o exopolisacaridos (EPS), asi como una mayor expresion
de proteinas de shock térmico (Nandal et al., 2005).
Aumentos considerables en la produccién de EPS y la
formacidn de biofilms (biopeliculas) constituyen también
mecanismos de tolerancia a la desecacién vy, por lo
tanto, pueden asistir a las plantas para sobrellevar el
déficit hidrico. Recientemente se ha propuesto que la
producciéon de poliaminas por parte de rizobios puede
mitigar el estrés hidrico a través de un mecanismo de
comunicacion cruzada de poliaminas con fitohormonas
(Menéndez et al., 2019).

La salinidad en el suelo reduce la absorcion de
nutrientes por parte de las plantas debido a la

unién del sodio con cationes esenciales, como el
P, o bien por la acumulacion de iones de Na*, Cl-
y SO,> en el interior de las células vegetales, lo
cual inactiva enzimas que inhiben la sintesis de
proteinas y la fotosintesis (Zhu, 2001). La salinidad
afecta el proceso de infeccion, colonizacién vy
formacién de nddulos, impactando su eficiencia en el
aprovisionamiento de nitrégeno a las plantas. Aunque
los rizobios son sensibles a altas concentraciones
de sales, hay especies tolerantes de los géneros
Rhizobium y Sinorhizobium (Gopalakrishnan et al.,
2015; Zahran, 2001). En algunas de estas especies
se han caracterizado metabolitos que, al igual que en
las plantas, les permiten compensar los potenciales
altamente negativos que produce la salinidad en
el interior de las células, entre los cuales estan
los denominados solutos compatibles (trehalosa,
N-acetilglutamilglutamina amida y glutamato) y los
osmoprotectores (betainas, glucanos, trehalosa,
sucrosa, ectoina, 3-dimetilsulfoniopropionato,
acido pipecdlico y cationes como Ca*y K*), cuya
produccién estda modulada por familias de genes bien
identificados (Sugawara et al., 2010).

Debido a su naturaleza no degradable, los metales
pesados representan un grupo de contaminantes cuya
abundanciaen suelos causadafnos tantoaplantascomo
a la microbiota. Los efectos de los metales pesados
en el crecimiento, la abundancia, la morfologia y la
fisiologia de los rizobios estdn bien documentados.
En términos generales, se ha observado que la
acumulaciéon de metales como As, Mo, Hg, Cd y Cu
reduce considerablemente la simbiosis leguminosa-
rizobios debido a que su efecto téxico disminuye las
poblaciones de bacterias de vida libre, su viabilidad y
consecuencia, las posibilidades de colonizacién y la
formacion de nddulos (Paudyal et al., 2007). A pesar
de ello, cepas con buena eficiencia simbidtica, como
Rhizobium y Bradyrhizobium, muestran una tolerancia
natural a algunos metales a través de la produccién
de EPs y biopolimeros, sideréforos, metalotioninas
o fitoquelatinas que pueden acomplejar metales
pesados, o bien a través de mecanismos genéticos que
involucran una mayor diversidad de tipos de plasmidos
(Fagorzi et al., 2018; Nonnoi et al., 2012).
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Los rizobios son un grupo
ampliamente conocido por
sus relaciones simbidticas
con leguminosas; sin
embargo, también
establecen relaciones

con plantas de otras
familias botdnicas,
ocupando diferentes
nichos, particularmente
los endofiticos.

Conclusiones

Los rizobios son un grupo taxondmicamente diverso que se enriquece con
la exploracién de nuevas especies vegetales de la extensa y ampliamente
distribuida familia de las leguminosas, ademas de otras plantas
que albergan géneros menos diversos de rizobios. En las relaciones
simbidticas con rizobios, el mayor beneficio que tienen las plantas es
la obtencién de compuestos nitrogenados producto de la fijacion del
nitrégeno molecular atmosférico, mientras que, en relaciones asociativas
con plantas no leguminosas, el beneficio se obtiene a través de otros
mecanismos relacionados con la adquisiciéon de nutrientes y la induccién
del crecimiento por fitohormonas producidas por los rizobios, ademas
de otros mecanismos indirectos, como la produccién de metabolitos
fitoefectivos (antibidticos, enzimas, sideréforos, moléculas sefal, entre
otros) para biocontrol, la induccién de resistencia sistémica y la mitigacion
del estrés ambiental, los cuales mejoran el desempeno fisiolégico de las
plantas y el rendimiento de los cultivos. Actualmente, las aproximaciones
para extrapolar el beneficio de la fijacidn de nitrégeno a gramineas de
interés alimenticio se basan en manipulaciones genéticas, tanto de las
plantas como de los rizobios. La literaturaindica que los rizobios confieren
a las leguminosas una vasta lista de efectos positivos, muchos de ellos
relacionados con la nodulacién y la eficiencia en la fijacién de nitrégeno.
Aunado a ello, se ha descrito su participacion en la disponibilidad y
absorcion de fosforo, ademas de otros beneficios indirectos que cubren
toda la gama de mecanismos aqui presentados. La evidencia colectada
sobre los efectos de promocidn del crecimiento en leguminosas proviene
principalmente de estudios sobre inoculacién con rizobios, mientras que
en otras plantas los estudios abarcan experimentos con extractos de
ndédulos, extractos de cultivos e inoculaciéon de raices.

A pesar de la versatilidad que exhiben los rizobios para establecer
relaciones simbidticas obligadas, cruzadas o asociativas, hay diversos
factores que determinan una nodulacién eficiente y, por lo tanto, pueden
limitar los efectos deseados. Entre estos factores se distinguen el
genotipo de la planta y el rizobio, los factores fisicoquimicos del suelo
(pH, contenido de humedad, salinidad, etc.), los factores ambientales, la
exudacion radicular, asi como la composicion de la microbiota, ya sea esta
residente del suelo o naturalmente asociada a las plantas. Debido a que
los rizobios tienen capacidades sobresalientes para producir de manera
naturalunamplioespectrode metabolitos para sobrellevar diferentestipos
de estrés, se reconoce que estos microorganismos pueden utilizarse de
manera eficiente no solo como biofertilizantes sino también como agentes
para biocontrol e induccién de resistencia sistémica contra fitopatégenos,
asi como para favorecer el desempeno de las plantas en condiciones
ambientales adversas o en suelos degradados o contaminados.

Capitulo 5. Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal por rizobios simbiéticos y asimbiéticos

153



154

Referencias

Afzal, A., & Bano, A. (2008). Rhizobium and phosphate solubilizing
bacteria improve the yield and phosphorus uptake in wheat
(Triticum aestivum). International Journal of Agriculture
and Biology, 10(1), 85-88. https://www.researchgate.net/
publication/228684375_Rhizobium_and_Phosphate_Solubilizing_
Bacteria_lmprove_the_Yield_and_Phosphorus_Uptake_in_Wheat_
Triticum_aestivum

Ahemad, M., & Kibret, M. (2014). Mechanisms and applications of
plant growth promoting rhizobacteria: Current perspective.
Journal of King Saud University - Science, 26(1), 1-20. https://doi.
org/10.1016/j.jksus.2013.05.001

Alikhani, H. A., Saleh-Rastin, N., & Antoun, H. (2007). Phosphate
solubilization activity of rhizobia native to Iranian soils. En E.
Velazquez, & C. Rodriguez-Barrueco (eds.), First International
Meeting on Microbial Phosphate Solubilization. Developments in
Plant and Soil Sciences (vol. 102, pp. 35-41). Springer. https://doi.
org/10.1007/978-1-4020-5765-6_4

Antoun, H., Beauchamp, C. J., Goussard, N., Chabot, R., & Lalande,
R. (1998). Potential of Rhizobium and Bradyrhizobium species as
plant growth promoting rhizobacteria on non-legumes: Effect on
radishes (Raphanus sativus L.). En G. Hardarson, & W. J. Broughton
(eds.), Molecular microbial ecology of the soil: Results from an rao/iAEA
co-ordinated research programme, 1992-1996 (pp. 57-67). Springer.
https://doi.org/10.1007/978-94-017-2321-3_5

Balachandar, D., Raja, P, Kumar, K., & Sundaram, S. P. (2007).
Non-rhizobial nodulation in legumes. Biotechnology and
Molecular Biology Review, 2(2), 49-57. https://doi.org/10.5897/
BMBR2007.0004

Benhizia, Y., Benhizia, H., Benguedouar, A., Muresu, R., Giacomini, A., &
Squartini, A. (2004). Gamma proteobacteria can nodulate legumes
of the genus Hedysarum. Systematic and Applied Microbiology, 27(4),
462-468. https://doi.org/10.1078/0723202041438527

Benkova, E., Michniewicz, M., Sauer, M., Teichmann, T., Seifertova,
D., Jurgens, G., & Friml, J. (2003). Local, efflux-dependent auxin
gradients as a common module for plant organ formation. Cell,
115(5), 591-602. https://doi.org/10.1016/50092-8674(03)00924-3

Bianco, L. (2014). Rhizobial infection in Adesmia bicolor (Fabaceae)
roots. Archives of Microbiology, 196(9), 675-679. https://doi.
org/10.1007/s00203-014-1004-0

Biswas, B., Chan, P. K., & Gresshoff, P. M. (2009). A novel ABA insensitive
mutant of Lotus japonicus with a wilty phenotype displays unaltered
nodulation regulation. Molecular Plant, 2(3), 487-499. https://doi.
org/10.1093/mp/ssp009

Bontemps, C., Elliott, G. N., Simon, M. F,, Dos Reis Junior, F. B., Gross,
E., Lawton, R. C.,, Neto, N. E., De Fatima Loureiro, M., De Faria, S.
M., Sprent, J. ., James, E. K., & Young, J. P. W. (2010). Burkholderia
species are ancient symbionts of legumes. Molecular Ecology, 19(1),
44-52. https://doi.org/10.1111/j.1365-294X.2009.04458.x

Brear, E. M., Day, D. A., & Smith, P. M. C. (2013). Iron: An essential
micronutrient for the legume-rhizobium symbiosis. Frontiers
in Plant Science, 4, articulo 359. https://doi.org/10.3389/
fpls.2013.00359

Carvalho, F. M., Souza, R. C., Barcellos, F. G., Hungria, M., & Vasconcelos, A.
T.R.(2010). Genomic and evolutionary comparisons of diazotrophic
and pathogenic bacteria of the order Rhizobiales. smc Microbiology,
10(1), articulo 37. https://doi.org/10.1186/1471-2180-10-37

Cassan, F,, Perrig, D., Sgroy, V., Masciarelli, 0., Penna, C., & Luna,
V. (2009). Azospirillum brasilense Az39 and Bradyrhizobium
japonicum E109, inoculated singly or in combination, promote seed
germination and early seedling growth in corn (Zea mays L.) and
soybean (Glycine max L.). European Journal of Soil Biology, 45(1),
28-35. https://doi.org/10.1016/j.ejsobi.2008.08.005

Chabot, R., Antoun, H., & Cescas, M. P. (1996). Growth promotion
of maize and lettuce by phosphate-solubilizing Rhizobium
leguminosarum biovar. phaseoli. Plant and Soil, 184(2), 311-321.
https://doi.org/10.1007/BF00010460

Chi, F.,, Shen, S.-H., Cheng, H.-P, Jing, Y.-X., Yanni, Y. G., & Dazzo, F. B.
(2005). Ascending migration of endophytic rhizobia, from roots to
leaves, inside rice plants and assessment of benefits to rice growth
physiology. Applied and Environmental Microbiology, 71(11), 7.271-
7.278. https://doi.org/10.1128/AEM.71.11.7271-7278.2005

Claa, J., Roda, C., Zanetti, M. E., & Blanco, F. A. (2018). Compatibility
between legumes and Rhizobia for the establishment of a
successful nitrogen-fixing symbiosis. Genes, 9(3), articulo 125.
ttps://doi.org/10.3390/genes9030125

Dakora, F. D., Matiru, V. N., & Kanu, A. S. (2015). Rhizosphere ecology of
lumichrome and riboflavin, two bacterial signal molecules eliciting
developmental changes in plants. Frontiers in Plant Science, 6,
articulo 700. https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00700

Das, K., Prasanna, R., & Saxena, A. K. (2017). Rhizobia: A potential
biocontrol agent for soilborne fungal pathogens. Folia Microbiologica,
62(5), 425-435. https://doi.org/10.1007/s12223-017-0513-z

Engelhard, M., Hurek, T., & Reinhold-Hurek, B. (2000). Preferential
occurrence of diazotrophic endophytes, Azoarcus spp., in wild rice
species and land races of Oryza sativa in comparison with modern
races. Environmental Microbiology, 2(2), 131-141. https://doi.
org/10.1046/j.1462-2920.2000.00078.x

Fagorzi, C., Checcucci, A., diCenzo, G. C., Debiec-Andrzejewska, K.,
Dziewit, L., Pini, F., & Mengoni, A. (2018). Harnessing rhizobia to
improve heavy-metal phytoremediation by legumes. Genes, 9(11),
articulo 542. https://doi.org/10.3390/genes9110542

Ferguson, B. J., & Mathesius, U. (2014). Phytohormone regulation of
legume-rhizobia interactions. Journal of Chemical Ecology, 40(7),
770-790. https://doi.org/10.1007/s10886-014-0472-7

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Ferreira, N. S., Matos, G. F., Meneses, C. H. S. G., Reis, V. M, Rouws, J.R.
C., Schwab, S., Baldani, J. I., & Rouws, L. F. M. (2020). Interaction of
phytohormone-producing rhizobia with sugarcane mini-setts and
their effect on plant development. Plant and Soil, 451(1), 221-238.
https://doi.org/10.1007/s11104-019-04388-0

Figueiredo, M. do V. B., Seldin, L., De Araujo, F. F., & Mariano, R. de L.
R.(2011). Plant growth promoting rhizobacteria: Fundamentals
and applications. En D. K. Maheshwari (ed.), Plant growth and
health promoting bacteria (pp. 21-43). Springer. https://doi.
org/10.1007/978-3-642-13612-2_2

Gibson, K. E., Kobayashi, H., & Walker, G. C. (2008). Molecular
determinants of a symbiotic chronic infection. Annual Review
of Genetics, 42, 413-441. https://doi.org/10.1146/annurev.
genet.42.110807.091427

Glick, B. R. (2012). Plant growth-promoting bacteria: Mechanisms
and applications. Scientifica, 2012, articulo 963401. https://doi.
org/10.6064/2012/963401

Glick, B. R. (2014). Bacteria with Acc deaminase can promote plant
growth and help to feed the world. Microbiological Research, 169(1),
30-39. https://doi.org/10.1016/j.micres.2013.09.009

Gopalakrishnan, S., Sathya, A., Vijayabharathi, R., Varshney, R. K.,
Gowda, C. L. L., & Krishnamurthy, L. (2015). Plant growth promoting
rhizobia: Challenges and opportunities. 3 Biotech, 5(4), 355-377.
https://doi.org/10.1007/s13205-014-0241-x

Guerinot, M. L. (1991). Iron uptake and metabolism in the rhizobia/
legume symbioses. En Y. Chen, & Y. Hadar (eds.), Iron nutrition
and interactions in plants: “Proceedings of the Fifth International
Symposium on Iron Nutrition and Interactions in Plants’, 11-17 June
1989, Jerusalem, Israel, 1989 (pp. 239-249). Springer. https://doi.
org/10.1007/978-94-011-3294-7_29

Hussain, M. B., Zahir, Z. A., Asghar, H. N., Mubaraka, R., & Naveed,
M. (2016). Efficacy of Rhizobia for improving photosynthesis,
productivity, and mineral nutrition of maize. Clean: Soil, Air, Water,
44(11), 1.564-1.571. https://doi.org/10.1002/clen.201500912

Laguerre, G., Nour, S. M., Macheret, V., Sanjuan, J., Drouin, P, &
Amarger, N. (2001). Classification of rhizobia based on nodC and
nifH gene analysis reveals a close phylogenetic relationship among
Phaseolus vulgaris symbionts. Microbiology, 147(4), 981-993.
https://doi.org/10.1099/00221287-147-4-981

Laranjo, M., Alexandre, A., & Oliveira, S. (2014). Legume growth-
promoting rhizobia: An overview on the Mesorhizobium genus.
Microbiological Research, 169(1), 2-17. https://doi.org/10.1016/j.
micres.2013.09.012

Lassaletta, L., Billen, G., Grizzetti, B., Anglade, J., & Garnier, J. (2014).
50 year trends in nitrogen use efficiency of world cropping
systems: The relationship between yield and nitrogen input to

cropland. Environmental Research Letters, 9(10), articulo 105011.
https://doi.org/10.1088/1748-9326/9/10/105011

Latif, S., Khan, S., Naveed, M., Mustafa, G., Bashir, T., & Mumtaz, A. S.
(2013). The diversity of Rhizobia, Sinorhizobia and novel non-
Rhizobial Paenibacillus nodulating wild herbaceous legumes.
Archives of Microbiology, 195(9), 647-653. https://doi.org/10.1007/
s00203-013-0914-6

Lazar, T. (2003). Plant physiology. 3rd edn [resefal. Annals of Botany,
91(6), 750-751. https://doi.org/10.1093/aob/mcg079

Makoudi, B., Kabbadj, A., Mouradi, M., Amenc, L., Domergue, O., Blair,
M., Drevon, J.-J., & Ghoulam, C. (2018). Phosphorus deficiency
increases nodule phytase activity of faba bean-rhizobia symbiosis.
Acta Physiologiae Plantarum, 40(3), articulo 63. https://doi.
org/10.1007/s11738-018-2619-6

Mclinroy, J. A., & Kloepper, J. W. (1995). Survey of indigenous bacterial
endophytes from cotton and sweet corn. Plant and Soil, 173(2), 337-
342. https://doi.org/10.1007/BF00011472

Mehboob, I., Naveed, M., & Zahir, Z. A. (2009). Rhizobial association
with non-legumes: Mechanisms and applications. Critical
Reviews in Plant Sciences, 28(6), 432-456. https://doi.
org/10.1080/07352680903187753

Mehboob, I., Naveed, M., Zahir, Z. A., & Ashraf, M. (2012). Potential of
rhizobia for sustainable production of non-legumes. En M. Ashraf,
M. Oztiirk, M. S. A. Ahmad, & A. Aksoy (eds.), Crop production for
agricultural improvement (pp. 659-704). Springer. https://doi.
org/10.1007/978-94-007-4116-4_26

Mehboob, I., Zahir, Z. A., Arshad, M., Tanveer, A., & Azam, F. (2011).
Growth promoting activities of different Rhizobium spp., in wheat.
Pakistan Journal of Botany, 43(3), 1.643-1.650. https://www.
researchgate.net/publication/265979200_Growth_promoting_
activities_of_different_rhizobium_spp_in_wheat

Menéndez, A. B., Calzadilla, P. I., Sansberro, P. A., Espasandin, F.
D., Gazquez, A., Bordenave, C. D., Maiale, S. J., Rodriguez, A. A.,
Maguire, V. G., Campestre, M. P, Garriz, A., Rossi, F. R., Romero, F.
M., Solmi, L., Salloum, M. S., Monteoliva, M. |., Debat, J. H., & Ruiz, 0.
A. (2019). Polyamines and legumes: Joint stories of stress, nitrogen
fixation and environment. Frontiers in Plant Science, 10, articulo
1415. https://doi.org/10.3389/fpls.2019.01415

Nandal, K., Sehrawat, A. R, Yadav, A. S., Vashishat, R. K., & Boora, K. S.
(2005). High temperature-induced changes in exopolysaccharides,
lipopolysaccharides and protein profile of heat-resistant mutants
of Rhizobium sp. (Cajanus). Microbiological Research, 160(4), 367-
373. https://doi.org/10.1016/j.micres.2005.02.011

Nonnoi, F., Chinnaswamy, A., Garcia de la Torre, V. S., Coba de la Pefa,
T., Lucas, M. M., & Pueyo, J. J. (2012). Metal tolerance of rhizobial
strains isolated from nodules of herbaceous legumes (Medicago

Capitulo 5. Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal por rizobios simbiéticos y asimbiéticos

155



156

spp. and Trifolium spp.) growing in mercury-contaminated
soils. Applied Soil Ecology, 61, 49-59. https://doi.org/10.1016/j.
apsoil.2012.06.004

Oldroyd, G. E., Murray, J. D., Poole, P. S., & Downie, J. A. (2011). The
rules of engagement in the legume-rhizobial symbiosis. Annual
Review of Genetics, 45, 119-144. https://doi.org/10.1146/annurev-
genet-110410-132549

Paudyal, S. P, Aryal, R. R., Chauhan, S. V. S., & Maheshwari, D. K.
(2007). Effect of heavy metals on growth of Rhizobium strains and
symbiotic efficiency of two species of tropical legumes. Scientific
World, 5(5), 27-32. https://doi.org/10.3126/sw.v5i5.2652

Peix, A., Ramirez-Bahena, M. H., Velazquez, E., & Bedmar, E. J.
(2015). Bacterial associations with legumes. Critical Reviews in
Plant Sciences, 34(1-3), 17-42. https://doi.org/10.1080/0735268
9.2014.897899

Peoples, M. B., Brockwell, J., Herridge, D. F., Rochester, I.
J., Alves, B. J. R., Urquiaga, S., Boddey, R. M., Dakora, F.
D., Bhattarai, S., Maskey, S. L., Sampet, C., Rerkasem, B.,
Khan, D. F., Hauggaard-Nielsen, H., & Jensen, E. S. (2009).
The contributions of nitrogen-fixing crop legumes to the
productivity of agricultural systems. Symbiosis, 48(1), 1-17.
https://doi.org/10.1007/BF03179980

Perrine-Walker, F. M., Gartner, E., Hocart, C. H., Becker, A., & Rolfe, B. G.
(2007). Rhizobium-initiated rice growth inhibition caused by nitric
oxide accumulation. Molecular Plant-Microbe Interactions, 20(3),
283-292. https://doi.org/10.1094/MPMI-20-3-0283

Peters, K. N., & Verma, D. P. (1990). Phenolic compounds as regulators
of gene expression in plant-microbe relations. Molecular Plant
Microbe Interaction, 3(1), 4-8. https://doi.org/10.1094/mpmi-3-004

Poole, P, Ramachandran, V., & Terpolilli, J. (2018). Rhizobia: From
saprophytes to endosymbionts. Nature Reviews Microbiology, 16(5),
291-303. https://doi.org/10.1038/nrmicro.2017.171

Radzki, W., Gutierrez Manero, F. J., Algar, E., Lucas Garcia, J. A.,
Garcia-Villaraco, A., & Ramos Solano, B. (2013). Bacterial
siderophores efficiently provide iron to iron-starved tomato plants
in hydroponics culture. Antonie van Leeuwenhoek, 104(3), 321-330.
https://doi.org/10.1007/s10482-013-9954-9

Raymond, J., Siefert, J. L., Staples, C. R., & Blankenship, R. E. (2004).
The natural history of nitrogen fixation. Molecular Biology Evolution,
21(3), 541-554. https://doi.org/10.1093/molbev/msh047

Rodrigues Coelho, M. R,, De Vos, M., Carneiro, N. P, Marriel, I. E.,
Paiva, E., & Seldin, L. (2008). Diversity of nifH gene pools in
the rhizosphere of two cultivars of sorghum (Sorghum bicolor)
treated with contrasting levels of nitrogen fertilizer. Fems
Microbiology Letters, 279(1), 15-22. https://doi.org/10.1111/j.1574-
6968.2007.00975.x

Roesch, L. F. W., Camargo, F. A. 0., Bento, F. M., & Triplett, E. W. (2008).
Biodiversity of diazotrophic bacteria within the soil, root and stem
of field-grown maize. Plant and Soil, 302(1), 91-104. https://doi.
org/10.1007/s11104-007-9458-3

Rosenblueth, M., Ormefo-Orrillo, E., Lépez-Lépez, A., Rogel, M.
A., Reyes-Herndandez, B. J., Martinez-Romero, J. C., Reddy, P.
M., & Martinez-Romero, E. (2018). Nitrogen fixation in cereals.
Frontiers in Microbiology, 9, articulo 1794. https://doi.org/10.3389/
fmicb.2018.01794

Schloter, M., Wiehe, W., Assmus, B., Steindl, H., Becke, H., Hoflich,
G., & Hartmann, A. (1997). Root colonization of different plants
by plant-growth-promoting Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
R39 studied with monospecific polyclonal antisera. Applied and
Environmental Microbiology, 63(5), 2.038-2.046. http://aem.asm.
org/content/63/5/2038.abstract

Schmidt, W. (1999). Mechanisms and regulation of reduction-based
iron uptake in plants. New Phytologist, 141(1), 1-26. https://doi.
org/10.1046/j.1469-8137.1999.00331.x

Senthilkumar, M., Madhaiyan, M., Sundaram, S. P, & Kannaiyan, S.
(2009). Intercellular colonization and growth promoting effects of
Methylobacterium sp. with plant-growth regulators on rice (Oryza
sativa L. Cv CO-43). Microbiological Research, 164(1), 92-104.
https://doi.org/10.1016/j.micres.2006.10.007

Sessitsch, A., Reiter, B., Pfeifer, U., & Wilhelm, E. (2002). Cultivation-
independent population analysis of bacterial endophytes in three
potato varieties based on eubacterial and Actinomycetes-specific
PCR of 165 rRNA genes. rems Microbiology Ecology, 39(1), 23-32.
https://doi.org/10.1111/j.1574-6941.2002.tb00903.x

Shakhawat Hossain, M., & Martensson, A. (2008). Potential use of
Rhizobium spp. to improve fitness of non-nitrogen-fixing plants.
Acta Agriculturae Scandinavica, Section B — Soil & Plant Science,
58(4), 352-358. https://doi.org/10.1080/09064710701788810

Spaink, H. P. (2000). Root nodulation and infection factors produced by
rhizobial bacteria. Annual Review Microbiology, 54, 257-288. https://
doi.org/10.1146/annurev.micro.54.1.257

Sugawara, M., Cytryn, E. J., & Sadowsky, M. J. (2010). Functional role of
Bradyrhizobium japonicum trehalose biosynthesis and metabolism
genes during physiological stress and nodulation. Applied and
Environmental Microbiology, 76(4), 1.071-1.081. https://doi.
org/10.1128/AEM.02483-09

Tao, G.-C., Tian, S.-J., Cai, M.-Y,, & Xie, G.-H. (2008). Phosphate-
solubilizing and -mineralizing abilities of bacteria isolated from
soils. Pedosphere, 18(4), 515-523. https://doi.org/10.1016/51002-
0160(08)60042-9

Thaweenut, N., Hachisuka, Y., Ando, S., Yanagisawa, S., & Yoneyama,
T.(2011). Two seasons’ study on nifH gene expression and

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

nitrogen fixation by diazotrophic endophytes in sugarcane
(Saccharum spp. hybrids): Expression of nifH genes similar to
those of rhizobia. Plant and Soil, 338(1), 435-449. https://doi.
org/10.1007/s11104-010-0557-1

Trinick, M. J., & Hadobas, P. A. (1995). Formation of nodular
structures on the non-legumes Brassica napus, B. campestris,
B. juncea and Arabidopsis thaliana with Bradyrhizobium and
Rhizobium isolated from Parasponia spp. or legumes grown
in tropical soils. Plant and Soil, 172(2), 207-219. https://doi.
org/10.1007/BF00011323

Turner, M., Nizampatnam, N. R., Baron, M., Coppin, S., Damodaran, S.,
Adhikari, S., Arunachalam, S. P, Yu, 0., & Subramanian, S. (2013).
Ectopic expression of miR160 results in auxin hypersensitivity,
cytokinin hyposensitivity, and inhibition of symbiotic nodule
development in soybean. Plant Physiology, 162(4), 2.042-2.055.
https://doi.org/10.1104/pp.113.220699

Van Loon, L. C. (2007). Plant responses to plant growth-promoting
rhizobacteria. En P. A. H. M. Bakker, J. M. Raaijmakers, G.
Bloemberg, M. Hofte, P. Lemanceau, & B. M. Cooke (eds.), New
perspectives and approaches in plant growth-promoting rhizobacteria
research (pp. 243-254). Springer. https://doi.org/10.1007/978-1-
4020-6776-1_2

Vessey, J. K. (2003). Plant growth promoting rhizobacteria
as biofertilizers. Plant and Soil, 255, 571-586. https://doi.
org/10.1023/A:1026037216893

Wang, E. T, Tan, Z. Y., Guo, X. W., Rodriguez-Duran, R., Boll, G., &
Martinez-Romero, E. (2006). Diverse endophytic bacteria isolated
from a leguminous tree Conzattia multiflora grown in Mexico.
Archives of Microbiology, 186(4), 251-259. https://doi.org/10.1007/
s00203-006-0141-5

Yang, G., Bhuvaneswari, T. V., Joseph, C. M., King, M. D., & Phillips, D. A.
(2002). Roles for riboflavin in the Sinorhizobium-alfalfa association.
Molecular Plant-Microbe Interactions, 15(5), 456-462. https://doi.
org/10.1094/mpmi.2002.15.5.456

Zahran, H. H. (2001). Rhizobia from wild legumes: Diversity, taxonomy,
ecology, nitrogen fixation and biotechnology. Journal of Biotechnology,
91(2), 143-153. https://doi.org/10.1016/S0168-1656(01)00342-X

Zhu, J.-K. (2001). Plant salt tolerance. Trends in Plant Science, 6(2), 66-
71. https://doi.org/10.1016/51360-1385(00)01838-0

Zipfel, C., & Oldroyd, G. E. D. (2017). Plant signalling in symbiosis and
immunity. Nature, 543(7.645), 328-336. https://doi.org/10.1038/
nature22009

Capitulo 5. Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal por rizobios simbiéticos y asimbiéticos

157



Producciéon de
biofertilizantes

Andrés Diaz Garcial

Martha Isabel Gémez Alvarez!
Ginna Milena Quiroga Cubides’
Erika Paola Grijalba Bernal
Mauricio Camelo Rusinque?

Ruth Bonilla Buitrago?

1. Bioproductos y Bioprocesos Agropecuarios. Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria (acrosavia). Sede Central. Cundinamarca, Colombia.

2. Sistemas Agropecuarios Sostenibles. acrosavia. Centro de Investigacion Tibaitata.
Cundinamarca, Colombia.



160

Introduccién

Es ampliamente conocida la importancia del nitrégeno en el
crecimiento y desarrollo de las especies vegetales, pues lo
necesitan en cantidades relativamente grandes (75-150 kg de N
ha'); sin embargo, su disponibilidad en el suelo es baja debido a
las condiciones de este y al clima, por lo cual, en la mayoria de
los casos, se requiere adicionar fertilizantes nitrogenados para
obtener una alta productividad en los sistemas de produccion
agropecuarios. Adicionalmente, el alto precio de los fertilizantes
de sintesis quimica y sus efectos sobre el ambiente han hecho
que se planteen alternativas mas sostenibles para suministrar el
nitrégeno que requieren los cultivos. En la figura 6.1, por ejemplo,
se presenta un promedio histérico del precio de la urea en los
ultimos 20 anos, y se puede observar que, en los ultimos 10 anos,
el precio se ha incrementado en un 50 %. Segun la base de datos
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, desde
2016 el precio ha venido aumentando ano a ano en un promedio
del 25%, y en Colombia este precio es superior en un 30 0 40%
(Jensen et al., 2012).

El nitrégeno se encuentra principalmente en la atmdésfera en
forma de N,, y es necesario emplear el proceso Haber-Bosch
para romper el triple enlace que une a las dos moléculas de
nitrogeno, lo cual requiere de altas temperaturas y presiones
y conlleva un alto impacto ambiental negativo por el uso de
combustibles fésiles. Una alternativa para suplir las necesidades
de este importante nutriente es su fijacidn bioldgica, fendmeno
que permite la transformacion del nitrégeno elemental del
aire (N,) en formas asimilables por las plantas. El proceso de
fijacidn bioldgica de nitrédgeno es llevado a cabo por una gama
relativamente amplia de microorganismos procariéticos, entre los
cuales se encuentran géneros como Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azotobacter, Azospirillum y Herbaspirillum (Laranjo et al., 2014;
Thilakarathna & Raizada, 2017).

Debido al alto costo de los fertilizantes nitrogenados en Colombiay
a la marcada dependencia que tienen los cultivos de este nutriente,
se hace necesario masificar la utilizacién de los biofertilizantes.
Desde hace varias décadas, el Instituto Colombiano Agropecuario
(1ica) y la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(AGROSAVIA) han trabajado en los procesos de evaluacion, seleccidn,
produccién masiva, formulacion y escalamiento de cepas fijadoras
de nitrégeno para diferentes cultivos como sustituto de los
fertilizantes nitrogenados.
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® Figura 6.1. Precio de la urea, 2001-2021.

Fuente: www.indexmundi.com
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Desarrollo de medios de cultivo,
formulaciones y control de
calidad de biofertilizantes

En el desarrollo tecnoldgico de un biofertilizante se
deben surtir varias etapas relacionadas principalmente
con la estandarizaciéon de la produccién masiva del
microorganismo, mediante procesos de fermentacidn,
para asegurar cantidades adecuadas de biomasa
microbiana para los procesos de formulacion y control

de calidad del bioproducto terminado. La idoneidad y
experticia del equipo involucrado en todas las etapas del
desarrollo tecnoldgico permitira asegurar la obtencion
de un biofertilizante eficiente, seguro, estable en
almacenamiento y con resultados reproducibles en el
tiempo cuando se aplica en campo.
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Procesos de
fermentacion

En general, el tipo de fermentacién mas usado para
la produccién masiva de biomasa de microorganismos
biofertilizantes es la fermentacion liquida, ya que este
sistema es altamente homogéneo y facilita un control
riguroso de las variables criticas del proceso, como
la agitacién, la concentracién de oxigeno disuelto
y la temperatura. El fermentador tipo reactor de
tanque agitado convencional (sTR, por sus siglas
en inglés), con turbinas Rushton, es la eleccion mas
utilizada, ya que genera unos patrones de flujo y de
mezcla radiales bien definidos, que favorecen la
obtencion de altos valores del coeficiente volumétrico
de transferencia de masa (k a). Ademas, la mayoria
de los microorganismos biofertilizantes toleran los
esfuerzos cortantes generados dentro de esta clase de
sistemas, sin que se afecte su viabilidad o velocidad
especifica de crecimiento.

Desarrollo de
medios de cultivo

y estandarizacidon a

escala de laboratorio

A nivel de laboratorio, para el crecimiento de los
microorganismos que sirven como principio activo de
los biofertilizantes, es usual trabajar con medios de
cultivo bien definidos (yeast extract mannitol, Ashby,
Okon, Pikovskaya, etc.), que brindan rendimientos de
biomasa adecuados para llevar a cabo bieonsayos in
vitro y otros experimentos pequenos que no requieren
mas de un litro de caldo de fermentacién. Sin embargo,
cuando el objetivo es escalar los procesos a nivel
piloto o industrial, el disefo y estandarizacién de un
medio de cultivo especifico para cada microorganismo
toma relevancia, ya que criterios como la economia,

la eficiencia en la produccion del ingrediente activo, la
disponibilidad en cantidades significativas (kilogramos
o toneladas) durante todo el afio, la compatibilidad con
el ingrediente activo y la pureza, entre otros, deben
tenerse en cuenta para la selecciéon de las materias
primas de los medios de cultivo.

En esta etapa se aplican disenos estadisticos de tipo
exploratorio (como Plackett-Burman, factoriales
fraccionados, entre otros) con el fin de seleccionar,
a escala de laboratorio, los componentes del medio
qgue tienen un efecto significativo sobre la variable
de respuesta, asi como para definir los rangos de
concentracién promisorios, que deben ser optimizados
en etapas posteriores.

Optimizacién del
medio de cultivo

En la fase de optimizacién, el investigador debe
manejar y gestionar software especializados en diseno
de experimentos u otras herramientas estadisticas de
analisis que le permitan llevar a cabo laimplementacién
experimental a escala de laboratorio con un uso
eficiente de los recursos (tiempo, equipos, personal).
El desarrollo exitoso de este tipo de estrategias
experimentales asegura la obtencidn de un medio de
cultivo éptimo en funcién de las variables de respuesta
de interés, tanto cualitativas como cuantitativas,
asociadas al microorganismo biofertilizante en
cuestion. Por ejemplo, para la optimizacién del medio
de cultivo de un biofertilizante a base de Azotobacter
chrooccocum, se aplicé un disefo Box-Behnken en el que
se evaluaron tres factores nutricionales en tres niveles
y se generd un modelo polinomial de segundo orden
para maximizar la produccion de biomasa viable; este
modelo explicé el 90,06 % de la variabilidad presentada
durante la experimentacién, y con los valores 6ptimos
de los tres factores nutricionales se predijo un valor
optimo de 6,1 x10° urc mL™" de A. chrooccocum (Moreno
etal,, 2011).
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Cambio de escala del
medio de cultivo

Antes de que la aplicacién de un biofertilizante sea factible
en areas de cultivo amplias, debe surtir un proceso de
cambio de escala —“escalamiento hacia arriba"— que
asegure que el comportamiento del microorganismo
dentro del sistema de fermentacion es similar
independientemente de la escala aplicada, con el fin de
asegurar que los rendimientos obtenidos en el laboratorio
se puedan reproducir en escalas superiores (piloto o
industrial), y obtener asi las cantidades necesarias para
este tipo de aplicaciones.

Generalmente, en funcién de la facilidad y economia del
proceso, se genera una estrategia de cambio de escala a
nivel de laboratorio (~10 litros), cuya reproducibilidad se
valida posteriormente a escala piloto (100-200 litros) o
directamente a escalaindustrial (>500 litros). La estrategia
de cambio de escala debe tener en consideraciéon dos
grandes componentes: aspectos técnicos y aspectos de
ingenieria del proceso de fermentacion, los cuales deben
ser tenidos en cuenta de manera simultdnea durante todo
el trabajo experimental.

Aspectos técnicos del proceso de fermentacion: En esta
categoria se debe analizar el efecto de componentes y
procesos que pueden tener un efecto significativo sobre
la variable de respuesta a escala industrial, tales como
grado de pureza y manejo de materias primas, desarrollo
de indculos, esterilizacion de materiales y equipos,
implementacion de sistemas cIP (cleaning in place), entre
otros (Ali et al., 2018; Crater & Lievense, 2018).

Aspectos de ingenieria: En esta categoria se analiza el
efecto de las variables criticas que se han identificado,
para conocer si afectan significativamente el proceso de
fermentacion, asi como de las variables de respuesta
definidas. Estas variables criticas se denominan criterios
de escalamiento y se analizan en profundidad mediante
experimentos cuidadosamente planificados para
generar modelos predictivos o correlaciones empiricas
de cambio de escala que permitan hacer un analisis
detallado del fenémeno en escala de laboratorio y su
posterior validacién a escala piloto.

Las herramientas mas usadas para generar estrategias
de escalado son:

Diseno de experimentos cldsico mediante la
aplicacidén de técnicas de optimizacion.

Uso de nimeros adimensionales.

Correlaciones empiricas.

SACNO)

Para la aplicacién de la estrategia seleccionada, es
esencial usar, en primera instancia, un criterio de
similitud geométrica entre los fermentadores usados en
las dos escalas y aplicar uno o mas criterios adicionales
gue se relacionan con la transferencia de masa y de
calor, la hidrodinamica o la fisicoquimica de los procesos
aerobios; entre estos criterios se encuentran los
siguientes (Crater & Lievense, 2018):

Potencia por unidad de volumen (P/V).

Tiempo de mezcla (t ).

Coeficiente volumétrico de transferencia de
masa gas-liquido (k; a).

@O

O

Velocidad de punta del impulsor (nD).

Retencién de gas (g).

Presion hidrostatica en el liquido (P).

©®

En la tabla 6.1 se presentan algunos ejemplos de
escalado hacia arriba aplicados para la produccién de
microorganismos biofertilizantes.

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

® Tabla 6.1. Ejemplos de microorganismos con capacidad
biofertilizante escalados

Microorganismo evaluado: Azospirillum sp., cepa 8-Inica
Criterios de escalamiento aplicados:* Numero de aireacién

(N, = Q/neD/); nimero de Reynolds (Re = neD?ep/u), y nimero

de potencia

(Np = Pg/ pen’eD>)

Volumen final: 5.000 L

Referencia: San Juan et al. (2013)

Microorganismo evaluado: Rhizobium sp. AC1y
Agrobacterium pusense AC10

Criterios de escalamiento aplicados:* Numero de Reynolds
(Re = neDep/p)

Volumen final: 100 L

Referencia: Quiroga-Cubides et al. (2017)

* Ademis del criterio de similitud geométrica entre los biorreactores de las dos escalas.
Nota: Q: flujo volumétrico de aire (L min™); n: velocidad del impulsor (rpm);

D.: didmetro del impulsor (m); p: densidad del liquido (kg/m?); w: viscosidad del liquido
(kg m-s™); Pg: potencia gaseada (kg m-s™).
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Los biofertilizantes se
definen como indculos

ﬁln g1c0S 0 bacterianos que,
al ser aplicados a las plantas,
permiten incrementar

la disponibilidad de los
nutrientes y su utilizacion
por parte de estas.

Formulacion de los
biofertilizantes

Los biofertilizantes pueden también definirse como bioestimulantes
microbianos que mejoran la eficiencia en la nutricién de las plantas (Du Jardin,
2015). En la formulacidn, el ingrediente activo ejerce la actividad bioldgica, que
es, en este caso, hacer disponibles elementos nutricionalmente importantes
para las plantas que no se encuentran disponibles para su asimilacion, a través
de procesos bioldgicos (Vessey, 2003). En general, la formulacién ideal debe
cumplir con los siguientes criterios: 1) estabilizar al microorganismo y extender
su vida util; 2) proteger al ingrediente activo de factores ambientales externos
en el sitio blanco de accidn, y 3) facilitar la aplicacion del biofertilizante en
condiciones de campo (Burges, 2012; Hermann et al,, 2015). Sin embargo, en
muchos paises, los biofertilizantes desarrollados y comercializados no cumplen
con parametros de calidad, lo que causa inconsistencia en los resultados de su
actividad bioldgica en campo, y esto produce una baja adopcién a nivel comercial
(Herrmann & Lesueur, 2013; Yadav & Chandra, 2014). Esta situacion resalta la
importancia de seguir un proceso de desarrollo riguroso tanto en la etapa de
produccién del microorganismo como en la etapa de disefio y desarrollo de la
formulacion, controlando todas las operaciones realizadas y llevando a cabo
los controles de calidad pertinentes en cada una de ellas. En la figura 6.2 se
resumen algunas de las actividades que forman parte de la etapa de disefio y
desarrollo de una formulacién.
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para un biofertilizante.
Fuente: Elaboracién propia

Evaluacién de
caracteristicas del
microorganismo a utilizar
como ingrediente activo
frente a factores como pH,
humedad, temperatura y
radiacion ultravioleta

m Figura 6.2. Etapas requeridas en el proceso de disefio y desarrollo de una formulacién

Preformulacion

Preseleccion de
coadyuvantes de acuerdo
con su funcién en
la formulacion

Evaluacion de
caracteristicas de
los coadyuvantes de
formulacion

Compatibilidad del
coadyuvante seleccionado
con el microorganismo

Formulacion

Estabilidad en
almacenamiento, seleccion
de envase y vida util

Diseno de prototipos de
formulacién

Elaboracion de prototipos
de formulacion

Caracterizacién de
prototipos de formulacién
(microbioldgica,
fisioquimica y biolégica)

Formulacion final
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Diversas formulaciones de biofertilizantes han sido
desarrolladas a nivel mundial (Tabassum et al,, 2017), y
en la actualidad el reto es que estos productos mantengan
una alta viabilidad durante el almacenamiento (uno o dos
anos a temperatura ambiente) y en el sitio de aplicacion
(Lobo et al., 2019). En general, las formulaciones a base de
microorganismos con potencial biofertilizante son liquidas
o soélidas (Oliveira et al., 2017), con una concentracién entre
1x107y 1x107 uFc mL" 0 g (Malusa & Vassiley, 2014). Otro
enfoque considera el nimero de células viables por semilla
después de la aplicacion, el cual se encuentra en el orden de
entre 1x10%y 1x 105, de acuerdo con el tamafio de la semilla
(Bashan et al., 2014; Bharti et al.,, 2017). Las formulaciones
liquidas corresponden al medio de fermentacién completo
o a la suspensién del microorganismo mezclado con
agua, aceite o sustancias poliméricas y surfactantes,
para incrementar su adherencia, estabilidad y capacidad
de dispersion (Lee et al., 2016), mientras que en las
formulaciones sélidas se emplean soportes inorgdnicos u
organicos, para obtener granulados o polvos (Adholeya &
Das, 2012; Malusaetal., 2012). Comunmente, en el mercado,
la mayoria de los biofertilizantes se encuentran formulados
como liquidos, ya que su proceso de elaboraciéon es mas
sencillo y tienen un menor costo en comparacién con las
formulaciones sélidas (Kumaresan & Reetha, 2011).

En Colombia, a diciembre de 2018, de acuerdo con el icA
(2018), se encontraban registradas como inoculantes
bioldgicos aproximadamente 75 formulaciones, a base de
microorganismos solos o en mezcla, de los géneros Bacillus,
Azotobacter, Rhizobium, Pseudomonas, Saccharomyces,
Bradyrhizobium, Acetobacter, Geotrichum, Azospirillum,
Lactobacillus, Trichoderma, Rhodopseudomonas, Glomus,
Acaulospora, Gigaspora, Penicillium y Scutellospora. De
estos inoculantes, el 61,33 % correspondié a formulaciones
liquidas(concentrados solubles, suspensiones concentradas
y suspensiones liquidas), y el 38,66%, a formulaciones
solidas (sustratos sélidos, polvosygranuladosdispersables).
Aunque la mayoria de los biofertilizantes registrados a
nivel mundial corresponden a formulaciones liquidas o
solidas (polvos y granulados), se evidencia que hay nuevas
tendencias en la investigacion y el desarrollo de este tipo de
productos que buscan sustituirlas en un futuro por medio
de la obtencién de formulaciones innovadoras, como, por
ejemplo, matrices de liberacion controlada o hidrogeles a
base de polimeros o materiales poliméricos (Da Silva et al.,
2012).En estas nuevas formulaciones, los microorganismos
son inmovilizados en matrices, por lo que presentan mayor

viabilidad en condiciones de almacenamiento, en el suelo
o en el sitio blanco de accién sobre la planta (Marcelino
et al., 2016; Schoebitz et al., 2013). En 2016, Marcelino y
colaboradores desarrollaron una espuma biodegradable
a base de Azospirillum brasilense con el objetivo de que se
formara una biopelicula en el momento de su aplicacién.
Uno de los prototipos que ellos desarrollaron fue estable
durante cuatro meses de almacenamiento a temperatura
ambiente y aun diez dias después de su aplicacion en el
suelo, lo que sugiere que este tipo de formulacidn protegid y
aportd nutricionalmente al microorganismo, permitiéndole
mantenerse activo, en comparaciéon con biofertilizantes
liquidos a base de A. brasilense. Asimismo, Perez et al.
(2018) desarrollaron macrocapsulas de almiddn y quitosan
a base de A. brasilense y Pseudomonas fluorescens; esta
matriz polimérica fue estable durante doce meses de
almacenamiento a temperatura ambiente, conservando la
viabilidad de las bacteriasen 1x10° uFc g’y 1x 108 UFc g,
respectivamente.
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El aseguramiento de
la calidad es uno de los
principales factores en

el proceso de produccion

y comercializacion de
biofertilizantes, pues permite
asegurar la eficacia del
producto a los consumidores
finales (Benintende, 2010;
Herrmann &3 Lesueur,
2013; Lupwayi et al., 2000;
Vessey, 2003; Young, 2007).

Control de calidad de
los biofertilizantes

Asegurar los estandares de calidad exigidos para el producto y mantener
controlados los puntos criticos de la produccién deben ser los principales
objetivos a la hora de elaborar un bioproducto (Herrmann & Lesueur, 2013;
Lupwayi et al., 2000; Sun et al., 2006). Para asegurar la calidad del producto
y detectar a tiempo inconsistencias durante la produccién, se le deben
realizar controles de calidad al banco de trabajo o la cepa madre durante su
almacenamiento, en el proceso de seleccidon de coadyuvantes de formulacién
y durante la elaboracién del producto final (Deaker et al., 2011; Lupwayi et al.,
2000; Sethi & Adhikary, 2012).

El control de calidad que se realiza al banco de trabajo o la cepa madre
consiste en la determinacion de su viabilidad celular y su pureza (Herrmann
& Lesueur, 2013; Lupwayi et al.,, 2000; Sun et al., 2006). En general, se espera
que la cepa (o cepas) seleccionada como principio activo del bioproducto tenga
la habilidad de ser cultivable y que sea genéticamente estable (Herridge et al.,
2002). Durante la produccidon del principio activo (caldo de cultivo), se efectia
el conteo de células totales y se determina la viabilidad celular, la pureza
y algunas caracteristicas fisicas y quimicas vinculadas con la produccién
de metabolitos de interés (pH, concentracién de biopolimeros, enzimas,
etc.) o la presencia de contaminantes. Finalmente, al producto terminado,
independientemente de la matriz en la que se encuentre, se le determina el
nimero de células viables, la pureza y las propiedades fisicoquimicas que
aseguran la estabilidad de la formulacion, y también se realizan pruebas
bioldgicas o bioquimicas para verificar la actividad biofertilizante del producto
(Herrmann & Lesueur, 2013; Lupwayi et al., 2000; Sun et al., 2006).

Entre las técnicas mas empleadas para la cuantificacion celular directa, se
encuentra el conteo en cdmaras Thoma, Petroff-Hausser o Neubauer; en el
conteo indirecto se emplea la densidad 6ptica y la turbidez (Lupwayi et al., 2000;
Sun et al., 2006; Thompson, 1984). Asimismo, se utilizan técnicas inmunoldgicas
y de cuantificacion por real time-rcr (real time-polymerase chain reaction) (Deaker
et al, 2011; Hermann et al., 2015; Herrmann & Lesueur, 2013; Lupwayi et al,,
2000; Thompson, 1984). En el caso de la viabilidad celular, se ha desarrollado
una amplia gama de métodos, siendo los mas empleados 1) el recuento en placa
de Petri con medios selectivos, utilizando las técnicas de siembra por extension,
microgota (Miles et al., 1938) o vertido en placa, y 2) la fermentacién en mdltiples
tubos, como el método del nimero mas probable (Deaker et al.,, 2011; Hermann
et al, 2015; Lupwayi et al., 2000). Actualmente, se ha aumentado el uso de
técnicas inmunoldgicas asociadas a cultivos en medios selectivos (Deaker et al.,
2011; Hermann et al,, 2015; Lupwayi et al., 2000).
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La pureza del principio activo, del caldo de cultivo o
del producto terminado es un pardmetro de control de
calidad importante debido a que los microorganismos
contaminantes compiten por espacio y nutrientes
y pueden llegar a producir compuestos toéxicos
como mecanismo de defensa (Herrmann & Lesueur,
2013). Los procedimientos mas empleados para la
determinacién de contaminantes son latincién de Gram
(pared celular) (Deaker et al., 2011; Sun et al., 2006;
Thompson, 1984) y el recuento en placa con medios
como agar nutritivo (AN) y agar glucosa peptona, para
el conteo de cepas bacterianas; PDA (potato dextrose
agar) y agar Rosa de Bengala, para cepas fungicas, y
YM (yeast mold), para levaduriformes (Lupwayi et al.,
2000; Thompson, 1984).

Durante la producciéon del principio activo y en el
producto terminado, es frecuente que se evallen
variables fisicoquimicas como pH, viscosidad, contenido
de humedad y tamano de particula. En algunos casos, el
pHsuele serunindicador de presenciade contaminantes
y, por lo tanto, se emplea como parametro critico en
los procesos de fermentacion (Herrmann & Lesueur,
2013; Sun et al., 2006; Thompson, 1984). El contenido
de humedad, por su parte, es un parametro que permite
controlar la actividad de agua del producto terminado, y
de este modo se previene la apariciédn de contaminantes
(Sun et al., 2006).

La evaluacién de la actividad bioldgica corresponde a uno
de los parametros de calidad mds importantes dentro de
la produccién de inoculantes microbianos, ya que gracias
a esta se definen la eficacia del bioinsumo y la estabilidad
de la actividad bioldgica del principio activo (Herridge et al.,
2002; Herrmann & Lesueur, 2013; Ohyama & Pham, 2006).
En general, la evaluacion de este parametro se puede
realizar por medio de ensayos en campo, estimando el
rendimientode la producciéndelcultivovegetal,lamedicion
del crecimiento vegetal y la absorcidn de nutrientes en
los cultivos (Kennedy, 2008; Ohyama & Pham, 2006). Por
otro lado, en el caso de los bioproductos que actdan como
fijadores de nitrégeno, se han venido empleando métodos
analiticos, entre los que se encuentran la actividad de
reduccion de acetileno (Eckert et al., 2001; Valero, 2003), la
actividad fijadora de "N, (Ohyama & Pham, 2006; Vose et

al., 1982), la prueba de produccién de H, (Witty & Minchin,
1998) y el método de concentracion relativa de nitrégeno
ureico (Herridge & Peoples, 1990; Kushizaki et al., 1964).
Asimismo, la estimacion de la actividad de solubilizacién
de fosfato se ha medido por métodos cualitativos con
siembra en medios selectivos, encontrando degradacién
de fosfatos insolubles por cambios de pH (Becerra et al.,
2011; Ohyama & Pham, 2006). La cuantificacién de esta
actividad se ha determinado por medio de la liberacion de
acidos organicos producidos durante la solubilizacién del
fosforo (Rodriguez & Fraga, 1999; Sharma et al., 2013), la
formacion de cromoéforos (Icontec, 2018; Ohyama & Pham,
2006), o mediante el analisis de la actividad fosfatasa a
partir de la reaccion con p-nitrofenil fosfato (Otalora
et al,, 2003). Para los microorganismos promotores de
crecimiento, se realiza la cuantificacidn de indoles totales
y 4cido indolacético (Icontec, 2018; Ohyama & Pham,
2006). En el caso de los productos a base de Rhizobium,
su actividad bioldgica es medida como su capacidad de
formacion de nédulos en el tallo de la planta hospedera,
método indirecto que permite la cuantificacion de los
microorganismos capaces de crecer en la planta (Ohyama
& Pham, 2006; Yadav & Chandra, 2014).

Como ejemplo de lo anterior, en AGROSAVIA, para
mantener la calidad del biofertilizante comercial
Monibac liquido, los controles de calidad se
efectian en la coleccion del banco de trabajo, en el
proceso de produccién del principio activo y sobre
el producto terminado. Las pruebas efectuadas en
el banco de trabajo consisten en identificar micro
y macroscépicamente las cepas de Rhizobium sp.
AC1 y Agrobacterium pusense AC10. La primera
caracterizacién se realiza por medio de la tincion de
Gram, y la morfologia de estas bacterias corresponde
a cocobacilos Gram-negativos, de aproximadamente 2
um (figura 6.3a). Para la identificaciéon macroscoépica,
se emplea el medio LG (N-free sucrose medium) (Turner
& Gibson, 1980), selectivo para bacterias diazétrofas.
Sus colonias son redondas, brillantes, convexas,
lisas y ligeramente viscosas (figura 6.3b). Ademas, se
utiliza el recuento en placa para la cuantificacién de
contaminantes, empleando el medio AN, para el conteo
de bacterias, y agar Rosa de Bengala, para cuantificar
contaminantes fungicos y levaduriformes.
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® Figura 6.3. Control de calidad de Rhizobium sp. AC1'y Agrobacterium pusense AC10.

a. Identificacién microscépica; 4. Recuento en placa (microgota) en medio LG.
Fuente: Laboratorio de Microbiologia de Suelos de AGrosAviA

AC1

Durante el proceso de fermentacion de las cepas de A.
chroococcum, se verifica la pureza del caldo de cultivo
mediantetincionde Gram,y por medio de un potenciémetro
se hace un monitoreo del pH, ya que,durante una adecuada
fermentacién de las cepas, este tiende a aumentar, asi
gue un cambio en este comportamiento puede ser debido
a la presencia de contaminantes en el medio de cultivo. Al
finalizar la fermentacién y antes de pasar a la etapa de
formulacion, se realiza una cuantificacién de las células
viables presentes, utilizando la metodologia de recuento
en placa por microgota (figura 6.3b) (Doyle et al., 2001),

y se determina el contenido de contaminantes como se
explicé anteriormente. Finalmente, al producto terminado
se le realiza un proceso de control de calidad que
consiste en cuantificar células viables y contaminantes
y determinar el pH y la viscosidad, empleando métodos
potenciométricos y de viscosimetro rotacional de disco,
respectivamente. Con respecto a la actividad bioldgica,
esta se determina mediante el método de actividad
reductora de acetileno, procedimiento estandarizado en el
Laboratorio de Quimica de Suelos de AGRoSAvIA (Obando
Castellanos et al., 2010).
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La implementacién de estandares de calidad
permite verificar que los pardmetros evaluados
en el control de calidad sean adecuados a las
necesidades de los consumidores finales y
aseguren la eficacia del biofertilizante (Deaker
et al., 2011). Por otra parte, la regulacion
permite disminuir la competencia con productos
de baja calidad y mejorar la aceptacién y el
posicionamiento del producto en el mercado
(Herridge et al., 2002). Hasta el momento
no existen estandares de calidad definidos
globalmente, por lo que tienden a variar de pais
en pais (Benintende, 2010; Deaker et al., 2011;
Lupwayi et al., 2000; Stephens & Rask, 2000; Sun
et al,, 2006). Sin embargo, los valores minimos
actuales permitidos para biofertilizantes
corresponden a concentraciones entre 10¢y 10°
UFc g' o mL" para productos recién elaborados
(Benintende, 2010; Lupwayi et al., 2000; Sethi &
Adhikary, 2012). En algunos paises se exige la
ausencia total de contaminantes, mientras que
enotros esta permitido un maximo del 0,001 % de
contaminantes con respecto a la concentracion
del principio activo o una concentraciéon maxima
de 10° uFrc g' 0o mL™" (Benintende, 2010; Lupwayi
et al,, 2000; Sethi & Adhikary, 2012).

En Colombia, el registro y la vigilancia de estos
bioproductos estd a cargo del ica, que tiene en
cuenta los estandares de calidad sugeridos
en la Norma Técnica Colombiana (NTC) 5842,
“Bioinsumos para uso agricola. Inoculantes
biolégicos. Requisitos” (Icontec, 2018). En ella
se establece que los biofertilizantes deben
presentar una concentracién minima, antes de
su vencimiento, de 10* urc mL"' o g, y en el
caso de biofertilizantes a base de micorrizas,
entre 5y 10 esporas mL' o UFc g”' por cada cepa
presente en el cultivo. En cuanto a la pureza,
estadebe ser mayoroigualal 95 %, conrespecto
a la concentracién del principio activo, y poseer
una actividad bioldgica superior o igual al 90 %,
o estadisticamente significativa con respecto al
control. Las propiedades fisicoquimicas como
pH, contenido de humedad y densidad son
especificadas por cada productor.
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La inoculacion de plantas
con bacterias promotoras
del crecimiento (PGPB,
por sus siglas en inglés:
plant growth promoting
bacteria, o PGPR, plant
growth promoting
rhizobacteria), con el fin
de mejorar el rendimiento
de cultivos agricolas, no

es una prdctica reciente.

Introduccion’

El éxito de la inoculacion depende tanto de la efectividad de las bacterias
utilizadas como de la tecnologia empleada para su aplicacién. La razén del
uso de inoculantes formulados es simple: con la inoculacién de bacterias
en suspension aplicada directamente en el suelo, sin una formulacién
adecuada, la poblacién de bacterias se ve rdpidamente diezmada. Este
resultado, combinado con una pobre produccion de biomasa bacteriana, la
dificultad para mantener la actividad bacteriana en la rizésfera y el estado
fisiologico de las bacterias en el momento de la aplicacidn, puede afectar la
concentracion de PGPB en la rizésfera. Para obtener una respuesta positiva
de la planta, es esencial contar con un nimero minimo de células viables, el
cual difiere segun la especie.

La heterogeneidad caracteristica de los suelos es el obstaculo mas
importante en la inoculacién. En algunas ocasiones, las bacterias
introducidas pueden encontrar todos los nichos de la rizésfera colonizados
por otros microorganismos, por lo que las bacterias introducidas sin
proteccion deben competir con la microflora nativa (a menudo mejor
adaptada) y enfrentar la depredacidn por parte de la microfauna del suelo.
Como respuesta, una funcion importante de cualquier formulacién es
proporcionar un microambiente mas adecuado, asi como proteccidn fisica
durante un tiempo prolongado. Las formulaciones empleadas en campo
deben disenarse para proporcionar una fuente confiable de bacterias que
puedan sobrevivir en la rizésfera y estar disponibles para los cultivos
cuando sea necesario (Bashan et al., 2014; Calvo et al., 2014; Herrmann &
Lesueur, 2013).

Debido al uso poco claro en la literatura de los términos inoculantes,
biofertilizantes, bioplaguicidas, portadores y formulaciones, en este capitulo
los “aislados bacterianos” se refieren a una cepa bacteriana especifica
de PGPB/PGPR que puede promover el crecimiento de las plantas después
de la inoculacion; “portador” se refiere al sustrato abiético (sélido, liquido
o en gel) que se emplea en el proceso de formulacién; “formulacion” se
refiere al proceso de laboratorio o industrial de unificar el portador
con la cepa bacteriana, e “inoculante” se refiere al producto final de la
formulacién que contiene un portador y un agente bacteriano o consorcio
de microorganismos.

* Este capitulo estd dedicado a la memoria del Prof. Yoav Bashan, quien fue lider en el tema de
inoculantes bacterianos, creador del Grupo de Microbiologia Ambiental y fundador del Bashan
nstitute of Science.
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Formulaciones
de inoculantes

El rendimiento de un inoculante suele ser el talén de
Aquiles para su comercializacién. Una cepa bacteriana
puede funcionar de manera 6ptima bajo condiciones de
laboratorio controladas; sin embargo, la formulacién
de este microorganismo en un producto asequible para
ser utilizado por los agricultores, del cual se esperan
resultados similares en condiciones reales de campo,
es una tarea dificil, y el fracaso es comun (Bashan et
al.,, 2014; Stephens & Rask, 2000). La literatura describe
muchos inoculantes probados (Bashan, 1998; Bashan
et al., 2014; Calvo et al., 2014), pero los inoculantes
comerciales aparecen en muy pocas variaciones. Las
siguientes son las formulaciones que se han desarrollado
hasta el momento.

Medios de cultivo sin
formulaciéon adicional

El antiguo método de inoculacién de semillas y plantas
con cultivos bacterianos en suspensién aun prevalece. Es
una practica comun entre los investigadores porque es el
método menos laborioso y mas descrito en la literatura.

Inoculantes liquidos

Los inoculantes liquidos son una mejora de los inoculantes
“sin formulacién”, ya que intentan solucionar algunas de
las limitaciones enumeradas anteriormente. Basicamente,
son simples cultivos o suspensiones bacterianas
modificadas con sustancias que pueden mejorar la
adherencia, la estabilidad y la capacidad de dispersion
(Bashan et al., 2014; Singleton et al., 2002). La principal
ventaja de los inoculantes liquidos es que su fabricacién
se puede realizar facil y rapidamente en fermentadores,
bajo condiciones controladas de laboratorio y con bajos
costos de produccién en comparacién con otros tipos de
formulaciones (granulares y poliméricas) (Kumaresan
& Reetha, 2011). Por lo tanto, los inoculantes liquidos
constituyen un porcentaje significativo de los inoculantes
disponibles en el mercado (Lee et al., 2016).
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Inoculantes con
portadores orginicos

Sin lugar a duda, la turba es el principal portador de rizobios
en América del Norte y del Sur, Europa y Australia, ademas
del principal ingrediente de los inoculantes que se venden en
grandes volimenes. También es adecuada para la mayoria
de las otras PGPB 0 PGPR. Sin embargo, la materia prima
es costosa en la mayor parte de Asia y Africa. Los detalles
técnicos del inoculante a base de turba, como el tamano
del grano, el pH, la humedad 6ptima, la calidad de los
inoculantes, los estandares de control de calidad y la salud
y seguridad ocupacional, son de dominio publico, por lo cual
es ampliamente utilizado (Catroux et al., 2001; Deaker et al.,
2004; Stephens & Rask, 2000; Xavier et al., 2004).

Las alternativas a la turba como base de los inoculantes
han sido el lignito, el carbdn, el polvo de bonote, compost
de diversos origenes y composiciones, residuos de cana de
azucar, bagazo, suelos mezclados con varias enmiendas
organicas y vermiculita. Sin embargo, la mayoria de estos
se consideran portadores inferiores a la turba (Bashan,
1998; Singleton et al., 2002). Algunos inoculantes organicos
hechos de materiales de desecho se han probado con éxito
en los ultimos anos, principalmente en paises en desarrollo
(Ben Rebah et al.,2007); ejemplos de estas formulaciones se
describen en Bashan et al. (2014). Aunque algunos desechos
organicos pueden tener el mismo o un mejor rendimiento
que la turba, la principal limitacion es la disponibilidad
de suficiente materia prima para su uso industrial. El
compost hecho de corcho, bagazo, aserrin, residuos de la
cerveceria u hojas de platano puede sostener una pequena
industria de inoculantes local, donde los materiales estan
disponibles, pero no puede sostener producciones a nivel
industrial, especialmente cuando la materia prima de cada
lote es variable.

Inoculantes inorganicos
y parcialmente organicos

Losinoculantesinorganicos puedenfabricarseapartirde
materiales inorgdnicos naturales, polimeros naturales
o materiales sintéticos. Aparte de los poliméricos, los
inoculantes inorgdnicos son la versién mas antigua de
los inoculantes (véase Bashan, 1998), y algunos otros,
como la arcilla y el biochar (carbén quemado a 300 °C),

se han usado experimentalmente para reforestacién en
zonas semidridas como portadores potenciales de PGPB/
PGPR (Hale et al., 2014; Schoebitz et al., 2014, Stelting
et al.,, 2014). Si bien la mayoria de estos inoculantes
se utilizan a pequena escala para la produccién de
cultivos, todos los inoculantes poliméricos, hasta donde
se sabe, son experimentales; sin embargo, debido a que
abren un nuevo enfoque en la formulacidn, con infinitas
variaciones industriales, se describen y discuten en
detalle en este capitulo.

Inoculantes poliméricos

Lasformulaciones sintéticas basadas enunagranvariedad
de polimeros se han probado de manera continua durante
décadas porque ofrecen ventajas sustanciales sobre la
turba y mejores opciones para la produccion industrial.
Estas ventajas incluyen una vida dtil mucho mas larga, una
supervivencia adecuada en el campo, suficiente densidad
celular, facilidad de fabricacién y un mejor rendimiento
de las plantas en general (Bashan, 1998; Bashan et al.,
2014; John et al., 2011). Estos polimeros incluyen alginato,
agar, kappa carragenina, pectina, quitosano, gomay varios
polimeros patentados.

Todos estos polimeros comparten varios requisitos basicos:
1) son de naturaleza no toxicay estan libres de conservantes
daninos que puedan afectar tanto a las bacterias como a
las plantas inoculadas; 2) pueden degradarse lentamente
por microorganismos del suelo, con lo cual liberan
gradualmente las bacterias en las cantidades necesarias,
generalmente en el momento de la germinacion de las
semillas y la emergencia de las plantulas, sin crear
contaminacion secundaria; 3) proporcionan una proteccion
fisica significativa para las bacterias contra competidores
del suelo y estreses ambientales (Covarrubias et al.,, 2012;
Cruz et al,, 2013; Zohar-Perez et al., 2003); 4) retienen la
humedad suficiente para la supervivencia de las bacterias, y
5) se pueden dispersar en agua para permitir el movimiento
de las bacterias desde el polimero hasta las plantas, cuando
sea necesario.

Otras caracteristicas positivas de estos inoculantes
poliméricos son: 1) brindan la posibilidad de que, una
vez secos, puedan ser almacenados en condiciones
ambientales favorables durante un tiempo prolongado
y sin necesidad de refrigeracion; 2) ofrecen la calidad de
lote consistente para la fabricacién y al mismo tiempo un
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mejor ambiente para las bacterias; 3) dan la posibilidad
de manipularlos industrialmente para satisfacer las
necesidades especificas de las PGPB/PGPR, y 4) brindan
la posibilidad de mejorarlos adicionando nutrientes
para aumentar la supervivencia a corto plazo de las
bacterias tras la inoculacién, lo que incrementa el éxito
del proceso. Esta ultima caracteristica es esencial para
las PGPB asociativas, que compiten en la rizésfera con
microbios nativos.

El principal inconveniente de los inoculantes poliméricos
es que las materias primas son relativamente costosas
en comparacion con la turba, el suelo y los inoculantes
organicos, y requieren de un manejo industrial con costos
similares a los de laindustria de la fermentacidn, por lo que,
hasta la fecha, no hay inoculantes poliméricos comerciales
disponibles. Sin embargo, estos inoculantes pueden
representar la tecnologia del futuro. Un aspecto positivo
de los inoculantes poliméricos es que siguen siendo del
dominio de los laboratorios de investigaciéon y no tienen
proteccién patentada de empresas privadas, por lo cual
hay mas informacion disponible en la literatura cientifica.

Formulaciones
encapsuladas

La encapsulacién de microorganismos en polimeros
(también conocida como inmovilizacion, cuando se usa
un microorganismo, o coinmovilizacion, cuando se usa
mas de un organismo) es actualmente experimental en
los campos de la tecnologia de inoculacién de bacterias
agricolas y ambientales. Su uso industrial actual tiene
como finalidad atrapar microorganismos vivos en una
matriz polimérica mientras se mantiene su viabilidad y
funciones biolégicas. Posteriormente, el producto final
encapsulado (bacteria-polimero) se fermenta enun medio
de crecimiento bacteriano, con el fin de obtener productos
industriales tales como acidos orgdnicos, aminoacidos,
enzimas y vitaminas. Los productos bacterianos
deseados se extraen mientras continta la fermentacion.
Las células microbianas inmovilizadas son faciles de
producir, almacenar y manipular durante la produccién
industrial. El objetivo principal de las inmovilizaciones
industriales es mantener las células inmovilizadas en
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una forma activa, en altas concentraciones, durante
el mayor tiempo posible. Las formulaciones de PGPB/
PGPR inmovilizadas para aplicaciones agricolas tienen al
menos dos propositos muy distintos de los de la industria
de la fermentacion: 1) deben proporcionar proteccion
fisica temporal para las PGPB/PGPR inmovilizadas en
el suelo contra condiciones ambientales estresantes
y contra competidores microbianos y depredadores,
todos hostiles ante cualquier cambio en la composicién
bioldgica del suelo, y, 2) para una colonizacién de raices
exitosa, deben liberar la cepa PGPB/PGPR gradualmente.
La liberaciéon de las bacterias inmovilizadas se produce
cuando el polimero se degrada lentamente por los
microorganismos nativos del suelo.

Macroesferas de alginato

El uso de macroesferas de alginato (1-4 mm de
diametro) para inmovilizar diversas PGPB/PGPR Y
hongos micorrizicos es una tecnologia ampliamente
utilizada. Por ejemplo, Streptomyces sp. fue inmovilizado
en esferas de alginato-caolina (aluminosilicato),
inicialmente mezclando la bacteria con caolina y
agregando esta mezcla, después, al alginato, para
asi formar las esferas; finalmente, las esferas fueron
secadas y congeladas. Esta formulaciéon se presentd
como un polvo facil de hidratar al adicionar almidén,
talco y mas caolina, con el fin de alargar la vida util del
inoculante por mas de 14 semanas. Esta formulacion
permitié producir diversas variaciones en la eficiencia
para el control bioldgico del hongo patdgeno del tomate
Rhizoctonia solani (Sabaratnam & Traquair, 2002).

La encapsulacién de la PGPB/PGPR Bacillus subtilis en
esferas de alginato suplementadas con 4cidos himicos
permiti6 aumentar la viabilidad de las bacterias
inmovilizadas, con una excelente supervivencia cinco
meses después de su almacenamiento. Por otro lado,
se presenté una liberacién lenta de las bacterias,
en medios con diferentes pH, durante un mes, y se
comprobd la promocién del crecimiento de lechuga
con el uso de estos encapsulados bacterianos (Young
et al., 2006). El éxito de esta técnica particular de
inmovilizacion se debe al efecto positivo que tienen
los acidos humicos sobre microorganismos y plantas,
asi como a sus propiedades quimicas, entre las que se
encuentra la facilidad de ser mezclados con el alginato
sin que este modifique la formacidn de las esferas. Uno

de los beneficios que presentan los acidos humicos,
mezclados con las esferas de alginato, es que sirven
como una fuente de carbono para Pseudomonas putida
y B. subtilis, con lo que se promueve la sobrevivencia
de los microorganismos durante el tiempo de
almacenamiento (Rekha et al., 2007). La bacteria
solubilizadora de fosfato Serratia sp. inmovilizada
demostré ser mucho mas eficiente que la misma
bacteria sin inmovilizar, pues aumentoé el crecimiento
de plantas de trigo (Schoebitz et al, 2013). La
eficiencia de la PGPR Raoultella planticola, inmovilizada
y en suspensién, para promover el crecimiento de
plantas de algoddn bajo estrés salino, mostré que el
encapsulado de esta bacteria tiene potencialmente un
mayor efecto positivo en comparacién con elinoculante
en suspension (Wu et al., 2014).

La inmovilizacion en esferas de alginato puede extender
el tiempo de vida efectiva de las bacterias. Esto se
comprobd cuando las PGPB Azospirillum brasilense y
Pseudomonas fluorescens, inmovilizadas en dos tipos
de inoculantes de perlas de alginato, lograron ser
recuperadas después de que los inoculantes fueron
secadosyalmacenados atemperaturaambiente durante
14 afnos. Aunque las poblaciones en las perlas habian
disminuido, aun sobrevivieron nimeros significativos
(10%-10° uFc g perlas). Después de inocular plantas de
trigo en una cdmara de crecimiento, ambas especies
colonizaron y aumentaron el crecimiento en igual
medida que las que no se habian almacenado (Bashan
& Gonzalez, 1999). Vassilev et al. (2001) demostraron
que la inoculacién de plantas de tomate con el hongo
micorrizico arbuscular Glomus deserticola y la
levadura solubilizadora de fosfato Yarrowia lipolytica,
coinmovilizados en esferas de alginato, es una técnica
muy util para el establecimiento de plantas en suelos
con deficiencia de nutrientes. El cultivo de hongos
blancos (Agaricus bisporus) mejoré con el inoculante
de alginato en suspension aplicado como soporte, lo
que proporciond un periodo de adaptacion (lag) mas
corto y una mayor tasa de crecimiento en compost
pasteurizado, en comparacién con los soportes liquidos
y los soportes convencionales de grano comerciales. La
superioridad de este sistema de entrega se atribuye a
la alta capacidad de carga de biomasa de las esferas,
la proteccidon de los micelios en el microambiente e
incluso la distribucién espacial de las esferas en el
compost (Friel & McLoughlin, 1999).
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Las esferas de alginato también pueden proporcionar
proteccidén contra las altas temperaturas. La formulacién
de alginato permiti6 mantener altas poblaciones y
supervivencia de las bacterias solubilizadoras de fosfato
Pseudomonas striata y Bacillus polymyxa en temperaturas
de almacenamiento de 40 °C (Viveganandan & Jauhri,
2000). Asimismo, varias formulaciones de macroesferasde
alginato de B. subtilis y Pseudomonas corrugata mostraron
ser mas eficientes que los inoculantes liquidos o los
inoculantes a base de carbdn para mejorar el crecimiento
del maiz cultivado a bajas temperaturas en el Himalaya,
en India (Trivedi et al., 2005). Igualmente, la supervivencia
de las rizobacterias Raoultella terrigena y A. brasilense
durante la encapsulacién se mejord incorporando almidén
en el momento de realizar la preparacion de las esferas de
alginato, asi como adicionando trehalosa, un disacdrido,
en el medio de cultivo (Schoebitz et al., 2012).

Otra aplicacién de los inoculantes de macroesferas
de alginato es en el tratamiento de aguas residuales
terciarias usando microalgas (De-Bashan & Bashan,
2010; De-Bashan et al., 2015). Para este fin, se puede
usar una combinacién de microalgas (Chlorella
vulgaris o Chlorella sorokiniana) y una PGPB como A.
brasilense, las cuales pueden ser coinmovilizadas.
Este sistema unico elimina los nutrientes, como
el fésforo y el nitrégeno, de las aguas residuales
municipales. La coinmovilizacion de la microalga y la
bacteria ha mostrado consistentemente valores més
altos de remocién de nutrientes en comparacién con
la inmovilizacién de la microalga sola (Covarrubias et
al., 2012; Cruz et al., 2013; De-Bashan et al., 2002; De-
Bashan et al., 2004; Hernandez et al., 2006). Asimismo,
la coinmovilizacién de la cianobacteria Synechococcus
elongatus con la bacteria A. brasilense resulté en una
mayor eliminacion de fésforo de las aguas residuales
de acuacultura en comparacién con la cianobacteria
que se encontraba inmovilizada sola (Ruiz-Giiereca
& Sanchez-Saavedra, 2016). Después de tratar las
aguas residuales, las esferas con C. sorokiniana y A.
brasilense se secaron y almacenaron por un afo, y
posteriormente fueron usadas para incrementar el
crecimiento del sorgo y mejorar la fertilidad del suelo
desértico erosionado (Lopez et al., 2013; Trejo et al,,
2012). De manera similar, Escalante et al. (2015)
observaron que la coinmovilizacién de A. brasilense y
C. vulgaris mejoré el crecimiento de plantas de tomate
en condiciones salinas.

Si bien la formulacién de alginato puede haber resuelto
las dificultades asociadas con los inoculantes de turba
comunes (Bashan, 1998), la aplicacién de macroesferas
de alginato como inoculantes presenta dos desventajas
principales: 1) se necesita un tratamiento adicional
durante la siembra, incluso si el inoculante es adicionado
a una maquina sembradora; 2) las bacterias liberadas
del inoculante deben migrar a través del suelo hacia
las plantas. Bajo las practicas agricolas tipicas, cuando
las esferas se mezclan con las semillas y se siembran
juntas, aquellas pueden caer alejadas de las semillas
unos pocos centimetros, y las bacterias que se liberan de
las esferas deben moverse a través del suelo y enfrentar,
alli, la competencia y la depredacién con la microflora
nativa, que a menudo es mas agresiva y estd mejor
adaptada al suelo que la PGPB/PGPR agregada. A veces, la
ausencia de una pelicula continua de agua, esencial para
tal movimiento, es un factor limitante. Estas distancias,
que son grandes a escala microbiana, pueden resultar
dificiles para muchas PGPB/PGPR agregadas, incluso para
Azospirillum, que se ha comprobado que presenta una
alta movilidad en el suelo (figura 7.1) (Bashan & Holguin,
1994; Bashan & Levanony, 1987).
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® Figura 7.1. Inmovilizacién de dos microorganismos en el suelo.
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Microesferas de alginato

Elmecanismo considera que, silas esferas son lo suficientemente pequenas,
pero capaces de encapsular un nimero suficiente de bacterias, es posible
producir una formulacién “en polvo”, muy parecida a los inoculantes de
turba. Las semillas se pueden recubrir con el polvo de esferas en la planta
de manejo de semillas y ser vendidas a los agricultores como “semillas
mejoradas”. Las semillas recubiertas con fertilizantes, fungicidas u
hormonas son comunes y aceptadas por la mayoria de los agricultores. En
paises desarrollados, con practicas agricolas a gran escala, las semillas
prerrecubiertas eliminan un tratamiento de campo adicional y brindan
comodidad a los agricultores. A pesar de este beneficio significativo, el
prerrecubrimiento de semillas con PGPB/PGPR no es una tarea facil a nivel
industrial, si consideramos los problemas antes mencionados. Algunos de
los compuestos usados para realizar el recubrimiento pueden ser téxicos
0 no son compatibles con las PGPB/PGPR, por lo que hasta ahora solo se
han realizado experimentos a pequena escala. Sin embargo, una idea
de formulacién similar, pero con un inoculante de turba, se ha aplicado
comercialmente durante mucho tiempo como una preinoculaciéon de
leguminosas forrajeras, como la alfalfa. La turba que contiene la pGPB/
PGPR se aplica a las semillas como suspension, y después se agrega un
adhesivo para que las semillas inoculadas se cubran con carbonato de
calcio finamente molido (Brockwell, 1977).

La produccién de microesferas de alginato es relativamente simple e implica
la pulverizacién a baja presién a través de una boquilla con orificios muy
pequenos, lo que da como resultado gotas con un didmetro en micras de una
solucion de alginato, en la cual se encuentra mezclado un cultivo bacteriano
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suspendido y un medio liquido enriquecido. Estas gotas se
solidifican inmediatamente, formando las microesferas,
mientras que se van pulverizando en una solucion de CaCl,;
este sistema crea esferas con didmetros que oscilan entre
100 y 200 um y en las que se pueden llegar a inmovilizar
entre 108y 10" urc g de bacterias (Bashan et al., 2002),
cifra similar a los niveles de poblacién inmovilizados
en las macroesferas de alginato (Campos et al., 2014).

Existen equipos especializados para la produccion de
estas microesferas de alginato (Bashan et al., 2002), pero
una alternativa simple, que permite su produccién sin la
necesidad de estos equipos, es moler laminas solidas y
secas de alginato, para producir el polvo que contenga las
PGPB/PGPR, y posteriormente usar algun tipo de adhesivo
agricola que permita el recubrimiento de las semillas
(figura 7.2).

® Figura7.2. Soluciones que ofrecen las microesferas a problemas de las macroesferas.

Fuente: Elaboracién propia
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Futuras mejoras de las
microesferas de alginato

Actualmente, la inmovilizacién de microorganismos se
ha empleado en campos de investigacion mas amplios,
como la alimentacién, la farmacologia, la nanotecnologia
y los cosméticos. En consecuencia, en el sector agricola
se han propuesto varias mejoras técnicas derivadas de
estos campos, con el objetivo de hacer que el polimero
sea mas adecuado para la inmovilizacién de materiales
bioldgicos. Aunque estas técnicas no estan relacionadas
con los inoculantes agricolas, ofrecen perspectivas para
desarrollos futuros (John et al., 2011; Schoebitz et al., 2013).
Algunos ejemplos que tienen potencial para la produccién
de inoculantes son: 1) crear un complejo avidin-biotina. La
biotina, acoplada covalentemente con el alginato en una
reaccion de fase acuosa, combina las ventajas del gelificante
de alginato para proporcionar un ambiente suave, hidratado
y altamente poroso (Polyak et al., 2004). 2) Reforzar la
superficie de los hidrogeles de alginato con varios polimeros
secundarios, para mejorar la resistencia mecanica y la
estabilidad, con el fin de retrasar su degradacién en el
suelo (Nussinovitch, 2010); algunos ejemplos de aditivos
que refuerzan los geles son la polietilenimina (Kong &
Mooney, 2003), el acido poliacrilico (Gaumann et al., 2000) y
el quitosano (Wang et al., 2001). 3) Formar esferas con una
estructura de poro interconectada en alginato, para mejorar
el crecimiento y la supervivencia de los microorganismos,
mediante la incorporacién de bolsas de gas dentro de las
esferas (Eiselt et al., 2000).

En resumen, segin experimentos de las ultimas tres
décadas, el alginato es el polimero mdas prometedor. Sin
embargo, dada la escasa bibliografia disponible sobre
microesferas de alginato ligadas a proyectos agricolas,
es prematuro predecir si el alginato desplazard a
la turba como el principal inoculante agricola, si
permanecera en el drea de la microbiologia industrial
y ambiental o, incluso, si el material es econémico en
comparacion con otros polimeros.

Inoculantes poliméricos
con otros materiales

Irénicamente, aunque los preparados comerciales de
alginato aun no estan disponibles para PGPB/PGPR, algunos
otros polimeros que se utilizan en microbiologia industrial
y ambiental pueden considerarse como sustitutos cuando
los microorganismos fallan al adaptarse a preparaciones
de alginato. A pesar de que todos los materiales son
todavia experimentales, vale la pena mencionarlos para
fomentar mas investigacién sobre estos portadores
potenciales. Los casos anteriores se enumeran en Bashan
(1998) y Bashan et al. (2014).

La formulacién con quitosano como portador para
varias PGPR se mezclé con un medio de crecimiento
mineral como un control biolégico exitoso contra el
virus del mosaico del pepino en el tomate (Murphy
et al., 2003). Se prepararon cinco PGPB en varias
formulaciones de polimeros compuestos de almidén
carboximetilcelulosa, y estas mantuvieron las
cepas bacterianas en grandes cantidades durante
60-120 dias de almacenamiento, ademds de que
fueron eficaces para promover el crecimiento de
cortes de cana de azlcar (Da Silva et al., 2012).
La pePB P fluorescens fue formulada con tres
polimeros: copolimero de acido metacrilico (pelicula
comercial), etilcelulosa y un almidén modificado.
La mejor formulacién fue el polimero comercial,
pues las bacterias sobrevivieron por un aho, efecto
que se relaciond con la humedad residual de
las microesferas (la mayor supervivencia de las
bacterias se produjo cuando la humedad residual fue
del ~25 %); sin embargo, este inoculante no se probd
en plantas (Amiet-Charpentier et al., 1998). Aun con
estos resultados, con informacidn tan limitada sobre
estos portadores, es imposible predecir su futuro
como inoculantes bacterianos.
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Portadores poliméricos secos

El objetivo principal de inmovilizar PGPB/PGPR para
usos agricolas es aumentar la vida util, en lugar
de mantener un alto conteo bacteriano, ya que el
nimero de microorganismos disminuye durante el
almacenamiento. Desde el punto de vista comercial y
agricola, una mayor supervivencia de las bacterias
en estas preparaciones poliméricas hace que las
formulaciones secas sean extremadamente atractivas.

Varios estudios han probado inoculantes de alginato
seco.Unaformulaciéonde microesferasconA. brasilense
seco se adhiriéd facilmente a la superficie de las
semillas al anadir lecitina o un adhesivo sintético. Los
inoculantes secos mejoraron el desarrollo de plantulas
de trigo y tomate (peso seco y altura de las plantas)
cultivadas en suelo infértil y fueron biodegradados
en 15 dias en suelo himedo (Bashan et al., 2002).
Igualmente, una formulacién de microesferas similar
fue utilizada para la reforestacién de un desierto con
arboles leguminosos (Bashan, Salazar, & Puente, 2009;
Bashan, Salazar, Puente et al., 2009; Bashan et al.,

2012). La eficacia de las esferas de alginato liofilizado
se probd conunacepaagricolade Pantoea agglomerans.
Las esferas secas fueron complementadas con glicerol
y quitina, con el fin de mejorar la supervivencia
bacteriana durante el proceso de liofilizacién. Estas
perlas fueron capaces de proteger mejor la PGPB/PGPR
aplicada al suelo que la suspension bacteriana (Zohar-
Perez et al., 2002). El recubrimiento de semillas secas
con varias formulaciones de alginato, ya sea solo o
con aditivos de salvado y de quitina, pero sin PGPB, no
afectd la viabilidad o el porcentaje de germinacién de
las semillas de trigo, albahaca, col y rabano (Sarrocco
et al, 2004); sin embargo, el alginato de sodio,
suministrado como aditivo a la formulacién liquida sin
polimerizacion, aumento significativamente la vida util
de Sinorhizobium meliloti (Tarek et al., 2014). Ademas,
esferas secas hechas con una mezcla de alginato y
bentonita fueron muy eficientes en la liberacion lenta
de la PGPR Raoultella planticola, pero esta formulacién
no fue probada en las plantas. Otra combinacién de
alginato con proteina de guisante demostré proteger
a la bacteria B. subtilis en el suelo (Gagné-Bourque et
al., 2015).
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Moantener la

vida util de los
inoculantes durante
un determinado
tiempo, conservando
sus caracteristicas
bioldgicas intactas, es
un desafz’o impormnte
para cualquier tipo
de formulacion.

Vida util de los

inoculantes

Por ahora, las soluciones mas comunes a este problema han sido 1) reducir
la humedad en la formulacidn, para que permanezca seca (secandola en
un lecho fluidizado, secando al aire o liofilizando), o 2) almacenarla bajo
refrigeraciéon. En formulaciones completamente secas, las bacterias
permanecen en forma latente, y su metabolismo es muy lento o, incluso,
estd detenido; de esta forma, son resistentes al estrés ambiental, son mas
compatibles con las aplicaciones de fertilizantes en campo y se reduce la
posibilidad de contaminacion.

La principal dificultad con las formulaciones poliméricas secas es mantener
la viabilidad celular o la vida util de los microorganismos, debido a tres
factores que deben soportar: estrés por la inmovilizacién, estrés por la
desecacion y estrés por la rehidratacion antes de la aplicacion a las raices de
las plantas. Ademads, durante el estrés y el tiempo de almacenamiento, la tasa
de mortalidad alcanza mas del 90 % de la poblacién microbiana incorporada
en el punto de inicio, como resultado del proceso de fermentacién. Asimismo,
la fase mds critica y estresante para los microorganismos durante el proceso
de formulacién es, quizds, la deshidratacion. Este proceso es particularmente
dificil para las bacterias Gram-negativas que no forman esporas, que son la
mayoria de las especies de PGPB/PGPR. Inclusive, un estrés adicional por
hidratacion en las células se produce cuando las bacterias se reactivan en
el momento de la inoculacién. Igualmente, la vida util de los inoculantes
formulados se puede afectar por diversos factores, como el medio de cultivo
utilizado para la produccién de biomasa de PGPB/PGPR, el estado fisioldgico
de las bacterias cuando se extraen del medio, el proceso de inmovilizacién
celular, el uso de materiales de proteccion, el tipo de procedimiento de
secado y la velocidad de deshidratacién. El secado durante la formulacién
es un paso crucial. La mayor tasa de mortalidad se produce poco después de
la fabricacién, durante el almacenamiento o inmediatamente después de la
aplicacion a las semillas o al suelo (Date, 2001). Sin embargo, si se deshidrata
correctamente, la vida util de la formulaciéon seca es mucho mas larga que la
de cualquier inoculante hiumedo.

Una comparaciéon entre varias formulaciones orgdanicas, inorganicas y
poliméricas con dos PGPB demostré que B. subtilis sobrevivié a una temperatura
ambiente de 22 °C durante 45 dias, pero Pseudomonas putida requirié
refrigeracion a 0 °C, dependiendo del tipo de soporte utilizado (Amer & Utkhede,
2000). Rizobios almacenados a 25 °C, utilizando como soportes el compost de
corcho irradiado con rayos gama (y) y perlita estéril, permanecieron estables
durante un periodo de 90 a 120 dias. Igualmente, los inoculantes compuestos
de dos arcillas preservaron una alta poblacidn bacteriana durante mas de
5 meses (Albareda et al., 2008), lo que también es tipico de los inoculantes
poliméricos, que son esencialmente estériles.
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La literatura comercial que se encuentra en internet
muestra que la vida util deseable en condiciones
de almacenamiento para inoculantes de turba es
de uno a dos anos, aunque en la practica esto no es
cierto para muchos de los inoculantes de PGPB/PGPR
contemporaneos. Al respecto, la vida util es mas larga
para inoculantes poliméricos y sintéticos. Trejo et al.
(2012) reportaron que el inoculante de esferas secas
de alginato que contienen A. brasilense fue almacenado
a temperatura ambiente durante un afo y mantuvo
el efecto de promociéon del crecimiento vegetal de
A. brasilense inmovilizado cuando fue inoculado
en plantas de sorgo, con diferencias significativas;
posteriormente, las poblaciones de A. brasilense dentro
de las perlas secas disminuyeron con el tiempo. Del
mismo modo, se encontraron datos idénticos en un
inoculante de alginato-almidon: el 76 % de las células
viables de A. brasilense sobrevivieron a mas de un ano
de almacenamiento (Schoebitz et al., 2012). Asimismo,
se mostré un tiempo de supervivencia de tres afnos,
sin perder la viabilidad, de las bacterias B. subtilis
y Pseudomonas corrugata inmovilizadas en esferas
himedas de alginato a una temperatura de 4 °C (Trivedi

& Pandey, 2008). Por ultimo, el tiempo de supervivencia
mas largo, sin perder eficacia, fue de 14 anos, para las
cepas A. brasilense y P. fluorescens inmovilizadas en
esferas de alginato secas (Bashan & Gonzalez, 1999).

En resumen, el éxito de una formulacion en inoculantes
se refleja en poder garantizar una viabilidad celular
durante un periodo de tiempo aceptable, para poder
asegurar una inoculacién exitosa en las raices de las
plantas y en las semillas. Actualmente, para mantener
una buena estabilidad celular en inoculantes, se estan
utilizando aditivos que pueden mantener el crecimiento
de las bacterias y, de esta manera, ayudar a prolongar
la vida util del inoculante en almacenamiento. Entre
los aditivos mas utilizados, se encuentran 1) polimeros
naturales, como carragenina, goma ardbiga, goma
xantana, gelatina, alginato, entre otros, y 2) polimeros
sintéticos, como alcohol polivinilico y polivinilpirrolidona
(pvp), aceite horticola, glicerol y monodisacaridos (como
la glucosa y la lactosa) (Lobo et al., 2019). Sin embargo,
Bashan et al. (2014) reportaron mejores resultados de
prolongacién de la vida util de los inoculantes cuando se
emplearon formulaciones poliméricas secas.
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Productos emergentes
innovadores:
productos microbianos
sin células

Las limitaciones inherentes de los inoculantes basados en células vivas
siguen siendo un fuerte cuello de botella en la aplicaciéon generalizada
de bioproductos y contintan retrasando la comercializacién y el uso de
PGPB/PGPR en una escala mayor. Evidentemente, existe un creciente
interés en produciry comercializar bioproductos que no se vean afectados
por las condiciones del suelo y el clima y que sean capaces de lograr
un rendimiento constante. Actualmente estdn surgiendo “inoculantes”
hechos de fragmentos activos y metabolitos de PGPB/PGPR en ausencia
de células vivas. Ademas, en la ultima década se han documentado la
utilizacion de inductores para activar el mecanismo de defensa de las
plantas y la produccién de metabolitos secundarios a partir de PGPB/
PGPR. Estos productos microbianos se producen comercialmente y
tienen potencial como “inoculantes” para reducir el uso de agroquimicos
(Compant et al.,, 2013). Asimismo, existe una tendencia creciente en el
nimero de productos microbianos comerciales sin células, basados
Unicamente en metabolitos secundarios, que pueden integrarse con
las practicas culturales de los agricultores y generalmente no se ven
afectados por las condiciones del suelo o del clima.

Veselova et al. (2019) mostraron que Bacillus subtilis Cohn (cepa 26 D) y
Bacillus thuringiensis Berliner (cepas V-6066 y V-5689) son capaces de
suprimir la actividad viral del pulgén (Schizaphis graminum Rond.) en plantas
de trigo, posiblemente debido a metabolitos secundarios producidos que
activan rutas metabdlicas (ain no muy claras) que ayudan a la induccién
de resistencia sistémica en las pantas frente a un patégeno. Ademas, se
conoce que los rizobios secretan lipoquitooligosacaridos (Lco), los cuales
son factores de nodulacién que inducen la formacién de nédulos en raices
de leguminosas (Truchet et al., 1991). Aunque los Lco son moléculas de
senalizacion importantes en la interaccién planta-simbionte, estos pueden
afectardirectamenteelcrecimientoydesarrollodelasplantasnoleguminosas
(Prithiviraj et al., 2003; Tanaka et al., 2015). Productos comerciales a base de
Lco para aplicaciones foliares y en semillas de leguminosas y no leguminosas
se encuentran disponibles en Norteamérica. Del mismo modo, hormonas
producidas, exopolisacaridos (EPS) y Lco producidos a partir de rizobios
tienen una vida util de 24 meses. Este producto mejoré los rendimientos
de soya y maiz, y estd registrado para su uso en Brasil (Marks et al., 2013).
Ademas, se sabe que los Lco mejoran la simbiosis de las plantas con hongos
micorrizicos arbusculares (Xie et al., 1995).
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Por todo esto, se
esperan usos mds
prdcticos de este
metabolito secundario
en los proximos arios.
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Perspectivas
hacia el futuro

Aunque la opinién predominante en muchas companias
gue producen PGPB/PGPR es que la formulacién es una
cuestién secundaria y rapida de desarrollar una vez que
se selecciona la PGPB/PGPR correctamente, el desarrollo de
nuevasformulaciones paralainoculaciénde estas bacterias
y rizobios es un proceso muy lento y consume recursos.
La creacion de nuevas formulaciones es un desafio en la
microbiologia practica, y los atajos generalmente conducen
alfracasodelinoculante en el campo. Asi, las mejoras en las
formulaciones son clave para el desarrollo de inoculantes
mejorados de alta calidad.

Los siguientes temas deben ser las principales
prioridades de la investigacidn sobre sistemas de
administracién nuevos o mejorados para PGPB/PGPR Y
rizobios, excluyendo las formulaciones de turba, que
ya han alcanzado su punto maximo:

« Evaluacién mas precisa de portadores conocidos.
Periédicamente, una nueva formulacién, que
involucra un portador conocido, como alginato o
inoculante liquido, que contiene un suplemento,
se presenta como una solucidon para todas las
enfermedades de los portadores anteriores.

« Mejora de las formulaciones que mostraron
resultados positivos en campo, lo que requiere un
ajuste fino de los ingredientes clave (cantidades,
condiciones y proporcion de mezclas) o mejoras en
el proceso de producciédn. Aunque se supone que
la evaluacion es realizada por la industria, no se
dispone de informacidn especifica.

Mejora de la supervivencia de la PGPB/PGPR en el
inoculante. La reduccién del declive de la poblacién de
la PGPB/PGPR durante la formulacion y la aplicaciéon
debe ser un objetivo importante de la investigacion. Sila
mortalidad celular se reduce significativamente, puede
ser posible aumentar el nimero de células aplicadas por
semilla en dos o tres drdenes de magnitud. Esto incluye
la edad fisioldgica de las células (fase de crecimiento)
y la humedad relativa durante el almacenamiento, que

depende de la especie. El proceso de deshidratacion y
la optimizacién de la tasa de rehidratacion deben ser,
igualmente, un objetivo de investigacion.

*  Vida util de la formulacién. Esta es una preocupacion
comercial esencial porque el tiempo de aplicacién en
campo es corto, mientras que el tiempo de produccién
de grandes cantidades en la fabrica es largo, y por lo
general este proceso no se puede hacer poco antes de
la aplicacién. Mantener la eficacia de la formulacién
durante dos anos seria éptimo.

* Inoculaciéon de multiples cepas y combinaciéon de
inoculantes que contienen rizobios y una PGPB/PGPR.
Numerosos estudios han demostrado las ventajas
de estas combinaciones, pero generalmente solo
en laboratorio, sin ninguna formulacién. Si bien la
formulaciéon de varios microorganismos no agrega
dificultades técnicas significativas en comparacién con
la formulacién de un microorganismo, la interaccién
de los componentes dentro de estas formulaciones
es en gran parte desconocida. El desarrollo de estos
consorcios de inoculantes requiere exploraciones
con respecto a 1) compatibilidad entre poblaciones
microbianas, 2) simbiosis o interaccion con las plantas,
3) eficiencia de los aspectos que promueven el
crecimiento de las plantas, 4) tasa de crecimiento de
estas cuando estan juntas, 5) potencial de formacion de
biopeliculas y 6) dificultades técnicas en el cultivo de
microorganismos en un fermentador, donde cada uno
tiene diferentes requerimientos nutricionales u otras
condiciones de cultivo in vitro.

¢ Aditivos para muchas formulaciones. Si bien estos
ya son un hecho, los estudios de aditivos utilizados
en las formulaciones se han realizado de forma
ad hoc y son en gran medida empiricos. Adema3s,
rara vez se entiende su modo de accion. Esta parte
del proceso de formulacién es un campo virgen y
merece mas atencidn.

¢ Inoculantes poliméricos. Aunque muchos estudios
han senalado que este es el futuro de los inoculantes,
ninguna de estas formulaciones para PGPB/PGPR
o rizobios ha superado el umbral de aprobacion
industrial. La inmovilizacién de microorganismos
es un gran campo emergente en farmacéutica,
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nanotecnologia, medicina, acuicultura y cosmeética,
para lo cual se han desarrollado muchas
técnicas de inmovilizacién diferentes y eficientes
(Bioencapsulation, 2020; Schoebitz et al., 2013).

» Esfuerzo necesario para el agricultor. Es dificil
que las practicas agricolas comerciales cambien
significativamente, incluso para adaptarse a
una tecnologia que ofrezca un inoculante de alta
calidad. En consecuencia, el objetivo debe ser crear
formulaciones que sean mas amigables con el
agricultor, como lo son algunos de los inoculantes
contemporaneos. El mejor enfoque sera el de
aquellas formulaciones que no impliquen un
esfuerzo adicional por parte del agricultor.

Cepas locales. Las cepas locales deben usarse para
mejorar el rendimiento, porque ninguna cepa de PGPB/
PGPR puede rendir mejor en todas las condiciones
de cultivo. Dado que la efectividad de la inoculacién
depende de multiples factores, incluidas las especies de
plantas objetivo y las condiciones climaticas y del suelo,
los inoculantes, en teoria, también deben diferenciarse
y combinarse de manera adecuada para las condiciones
de cultivo, siempre cambiantes.

Lipopéptidos. Varias PGPR producen lipopéptidos con
actividad biosurfactante (Raaijmakers et al., 2010) que
inhiben directamente los patdgenos y proporcionan

resistencia sistémica inducida en los cultivos (Ongena
et al., 2007; Ongena & Jacques, 2008). Hay posibilidades
de desarrollar productos de lipopéptidos libres de
células y biofungicidas en los que parte de la eficiencia
del producto se deba a los lipopéptidos suministrados
junto con las células vivas, aunque se requiere mas
exploracion de los metabolitos microbianos para
obtener mds beneficios de estas PGPB/PGPR.

¢ Microbiomas. Los estudios de microbiomas solo
han producido hasta el momento conocimientos
fundamentales sobre la complejidad de las
comunidades microbianas. Se han aislado cepas
microbianas beneficiosas capaces de cambiar de
manera beneficiosa la estructura de la comunidad
microbiana del suelo (Kang et al., 2013; Lopez et
al., 2013), pero esta informacién fundamental aun
debe servir como base para la préxima generacion
de inoculantes (Berg et al., 2013; Berg et al., 2014;
Massart et al., 2015).

Enresumen,laformulacidény aplicaciénde losinoculantes
en campo es una plataforma tecnolédgica pura que se
basa en los principios fundamentales de la microbiologia
y las ciencias de los materiales. La unidn de estos campos
permite la creacién de productos utiles que continuaran
siendo un insumo importante en la agricultura sostenible
y en soluciones ambientales correctivas.
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Introduccion

Los seres humanos se han beneficiado del uso de los
microorganismos de formas diversas, desde la lucha
contra infecciones hasta la mejora de la produccién de
alimentos, lo que ha suscitado el interés de los cientificos,
biélogos, expertos en patentes y funcionarios publicos
durante las ultimas tres décadas (Martinez Barrabés,
2014, capitulo 3). Este uso y aplicacion de organismos
vivos 0 sus partes para la obtenciéon de productos,
procesos o servicios Utiles a la humanidad se conoce
como biotecnologia.

La creciente importancia econémica de la biotecnologia
ha impulsado el fortalecimiento de la proteccion de la
propiedad intelectual a nivel internacional, al punto que
este tema ha sido incluido en la agenda de diversas
negociaciones de libre comercio. Esto ha puesto en
primera linea la discusion sobre las patentes en
biotecnologia en el ambito cientifico y empresarial. En
el dmbito cientifico, las patentes son consideradas un
incentivo para la innovacion, al facilitar la socializacién
segura del conocimiento. En el ambito empresarial,
pueden convertirse en una posibilidad de limitar la
propiedad de la innovacion y manejar el mercado (Cova
et al,, 2012). Sin embargo, la posicién de los cientificos
y la de los empresarios coincide en que la proteccién
en forma de derechos exclusivos debe generar lucro
para el inventor, a través de la concesidn de monopolios
temporales que fomenten la innovacioén.

Los paises en via de desarrollo, en términos generales,
entienden la patentabilidad de los microorganismos solo
para aquellos que han sido modificados genéticamente
por la accién del ser humano. Los microorganismos
nativos, es decir, aquellos que ya existen naturalmente
en el ambiente, no pueden ser patentados por su
posible descubridor debido a que, al ser seres vivos,
se constituye un descubrimiento, no una invencion
gue pueda ser patentada, ya que las caracteristicas
del microorganismo no han sido adquiridas por la
intervencién del ser humano.

Muchas investigaciones de biotecnologia no se han
realizado o se desarrollan fuera del marco legal, en
parte, debido a que la normativa para el acceso a los
recursos genéticos no es clara para los investigadores

por la dispersion y superposicion de normas nacionales
(Kamau et al., 2010; Ribadeneira Sarmiento, 2014). Esto
es un desestimulo a la labor investigativa, ya que, al
obstaculizar los procesos de patente y de movilizacion
de material genético a nivel internacional, se dificulta
tanto la obtencién de beneficios econémicos por su
descubrimiento como el desarrollo de andlisis en
laboratorios internacionales.

Respecto de las patentes, en los paises de la Comunidad
Andina de Naciones (caN), como Bolivia, Colombia,
Ecuador y Perd, en desarrollo del principio de soberania,
se encuentra vigente el régimen de acceso a los recursos
genéticos, mediante la Decision 391 de 1996 (caNn, 1996).
Segln Nemoga Soto (2013), la definicion de acceso
en este régimen implica cualquier actividad que se
realice sobre material genético, asi como la obtencién
y utilizacién de los recursos genéticos conservados en
condiciones in situ o ex situ, de sus productos derivados
o de sus componentes intangibles, ya sea con fines de
investigacién o de bioprospeccion. Lo anterior implica
que la legislacion no distingue entre las diferentes etapas
de la bioprospeccidn, distintas entre si y secuenciales,
de tal forma que un proyecto de investigacion que
busque la caracterizacion de la biodiversidad sin animo
de desarrollo de productos comerciales debe realizar
los mismos tramites que un proyecto con fines de
aprovechamiento comercial.

Brasil es uno de los paises de América Latina que
aprovecha las ventajas de la biotecnologia (Valbuena,
2014), al facilitar nuevas opciones para el desarrollo
rural y regional con las industrias biotecnoldgicas para
el agro. Esta industria se desarrolld con base en los
esfuerzos para introducir el cultivo de la soya y en la
necesidad de inocular leguminosas forrajeras para la
alimentacion animal. Se estima que en el cultivo de soya
se han logrado fijaciones bioldgicas de hasta 450 kg de
N ha", supliendo hasta un 90 % de los requerimientos de
nitrégeno de los cultivos (Grageda-Cabrera et al., 2012).
En términos econdmicos, se estima que, en el caso de
la soya, los resultados con la fijacién de N, representan
un ahorro estimado de usb 3.000 millones anuales. Para
2007, se encontré que el 99% de los inoculantes en el
mercado interno brasileno estaban disenados para el
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cultivo de soya (Hungria & Campo, 2007), aunque se han
identificado cepas de rizobios altamente eficientes para
casi un centenar de otras leguminosas.

En relacién con la biotecnologia, en Colombia, de manera
particular, se tiene como politica del Gobierno nacional
“la locomotora de la biotecnologia”, de acuerdo con el
Documento Conpes 3697 (Departamento Nacional de
Planeacion [bNP], 2011), que tiene como objetivo atraer
recursos publicos y privados para el desarrollo de
empresas y productos comerciales como mecanismo de
aprovechamiento industrial de la biodiversidad, sobre
criterios de competitividad y rentabilidad econdmica. Sin
embargo, esta politica debe estar acompanada de una
proteccion efectiva de los derechos de las patentes, ya
gue, de otra forma, a pesar de su riqueza en recursos
biodiversos y de su localizacién privilegiada en la franja
ecuatorial, Colombia serd incapaz de revertir su creciente
dependencia tecnoldgica, incluso en areas bésicas y
productos agroindustriales (Nemoga Soto, 2013).

Ahora bien, las empresas fabricantes de los bioinsumos
de uso agricola, siendo estos productos biotecnolégicos,
no solo enfrentan el tema de las patentes y el acceso al
recurso bioldgico para su produccién, sino que también
deben garantizar la calidad del producto, una vez sea
formulado, para que sea competitivo comercialmente.
Las garantias de calidad se refieren a que el producto
formulado no aporte microorganismos no deseados ni
posibles contaminantes, ademds de que las cantidades
del microorganismo por aplicar deben ser las correctas,
para garantizar su eficiencia (Garcia de Salamone, 2011).
Los microorganismos inoculados deben sobrevivir en
la formulacién, producir la actividad deseada posterior
a su inoculacién en campo y ser compatibles con los
fertilizantes y productos quimicos de proteccion de
cultivos utilizados de forma estandar en las semillas
o el follaje del cultivo objetivo (Calvo et al., 2014). El
cumplimiento de estos requisitos contribuye a que los
usuarios finales puedan acceder a productos estables y
con estandares de calidad minimos para su uso.
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Comparacion
normativa entre

Colombia y Brasil

El andlisis de los mecanismos legales de Colombia y Brasil a través del
estudio comparativo —en un nivel de abstraccion bajo (Landman, 2011)— de
las regulaciones de acceso, patentes y registro vigentes al 31 de diciembre de
2019 y aplicadas al desarrollo de inoculantes microbianos a nivel industrial
permite identificar las principales diferencias a nivel normativo, siendo este
uno de los componentes mas relevantes en el desarrollo de la industria de
bioinsumos de uso agricola en los dos paises.

Implementacion del régimen de
acceso a recursos genéticos

Colombia y Brasil presentan avances en sus regimenes de acceso a recursos
genéticos, en cumplimiento del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica (cpB),
alcual pertenecen estos dos paises. EL cDB tiene tres objetivos fundamentales:
1) conservar la diversidad bioldgica, 2) utilizar sosteniblemente sus
componentes y 3) participar justa y equitativamente en los beneficios que
se deriven de la utilizacién de los recursos genéticos. Por lo tanto, como
base para la comparacion, se tuvieron en cuenta estos tres puntos (Naciones
Unidas, 1992).

Régimen de acceso a recursos
genéticos en Colombia

La cAN declard en 1996 un estatuto comunitario, la Decisiéon 391, mediante
la cual se establecié el Régimen Comun sobre Acceso a los Recursos
Genéticos (caN, 1996), pero estudios realizados en Colombia dan testimonio
de su escasa utilizacién; segin Gémez y Nemoga Soto (2007), se especula
que el estatuto no solo no ha conducido a cumplir su propdsito central de
evitar el uso inadecuado de la biodiversidad andina, sino que ademas pudo
haber provocado un efecto negativo, una paralisis parcial de la investigacion
biotecnoldgica en la caN, causando la fuga de talentos hacia escenarios
menos restrictivos y la profundizacion de practicas de biopirateria, ante los
dispendiosos requisitos para acceder al recurso genético. Segun Del Rio
Duque (2009), los cientificos que deciden emigrar lo hacen buscando elevar
su productividad, ya sea a través de infraestructura, recursos tecnoldgicos
o capital de inversidn disponible. En Colombia, las restricciones para
obtener permisos de colecta, investigacion y acceso a recursos genéticos
han impedido la celebraciédn de contratos de bioprospeccion entre el pais y
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empresas extranjeras, asi como el desarrollo de actividades de colecta
sistematica, incluso por investigadores colombianos (Melgarejo, 2012),
lo que impide que estos puedan incrementar su productividad.

El Estado colombiano establecié la legislacidn especifica para el control
al acceso a recursos genéticos a través del Decreto 730 de 1996, con
el que se nombro al Ministerio del Medio Ambiente (actual Ministerio
de Ambiente y Desarrollo Sostenible [MADS]) como la autoridad nacional
competente, y la Resolucion 620 de 1997, con la que se le delegaron
funciones especificas sobre el tramite y solicitud de acceso a los
recursos genéticos a ese ministerio (Ministerio del Medio Ambiente,
1997). En el ambito de vigilancia y control, se emitié la Ley 1333 de 2009
(Congreso de Colombia, 2009), con la cual se establecio el procedimiento
sancionatorio ambiental, en el cual se presume la culpa o el dolo del
infractor, el cual puede ser una persona natural o juridica que realiza una
accién u omision que constituya un dafo ambiental. Las competencias
legales son atribuidas al actual MADS, a las corporaciones auténomas
ambientales, a las corporaciones de desarrollo sostenible, a las unidades
ambientales regionales, a los establecimientos publicos ambientales y
a la Unidad Administrativa Especial del Sistema de Parques Nacionales
Naturales (UAESPNN).

El procedimiento que se debe llevar a cabo para presentar la solicitud
consiste en que la persona natural —nacional o extranjera y mayor de
edad— o juridica debe dirigirse al MADS y presentar los formularios
especificos diligenciados y los documentos necesarios. La persona natural
o juridica debe cumplir con unas especificaciones, como ser investigador,
estudiante o persona juridica vinculada a un proyecto de investigacion
cientifica y acreditar un apoyo institucional, condiciones que difieren si se es
nacional o extranjero. Después de la radicacion en el MADS, los documentos
son revisados, y se notifica y publica el auto de inicio del tramite, momento
a partir del cual se inicia, en el MADS, la evaluacién para conceder o no el
acceso. Posterior a la evaluacién, se informa al solicitante la aceptacion o
negacion de la solicitud; una vez concedida, se puede iniciar el proceso de
negociacion del contrato de acceso a los recursos genéticos.

En el Decreto 1376 de 2013 (MADs, 2013), Colombia reglamentd la obtencién
del permiso de recoleccién de especimenes silvestres de la diversidad
bioldgica con fines de investigacion cientifica, mas no comerciales, antes
contenido en el permiso de estudio con fines de investigacion cientifica,
regulado por el Decreto 309 de 2000 (Ministerio del Medio Ambiente, 2000);
sin embargo, las disposiciones del Decreto 1376 no aplican a la recoleccién
de especimenes de especies silvestres de la diversidad bioldgica con fines
industriales, comerciales o de prospeccion bioldgica. De esta manera, la
sistematica molecular, la ecologia molecular, la evolucién y la biogeografia,
entre otras ramas de las ciencias basicas, no requieren contrato de acceso a
recursos genéticos mientras tengan fines exclusivos de investigacion.
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En 2016, la Universidad Nacional de Colombia logré un
avance importante al suscribir con el MADS un contrato
de acceso a los recursos genéticos marco, que cubre
las actividades de investigacién que no tengan fines
comerciales en sus resultados previstos. Con este
contrato marco de acceso, los investigadores enfocados
en el estudio y manejo de la biodiversidad colombiana
0 sus microorganismos, asi como en la manipulacién
de material genético, podran acceder a los recursos
sin tener que hacer un contrato por cada proyecto de
investigacion, lo que agilizara el proceso de acceso a
estos recursos en Colombia. Este modelo de negociacion
del acceso a los recursos genéticos permitird en el
mediano plazo que las universidades con trayectoria en
investigacion puedan realizar acuerdos de este tipo. Asi,
en lo posible, debe analizarse la posibilidad de extender
este beneficio a otras universidades, tanto publicas como
privadas, teniendo en cuenta que son instituciones sin
animo de lucro.

En Colombia se realiza el registro de la informacién a
través del Sistema de Informacién sobre Biodiversidad
(siB), que tiene como propodsito brindar acceso libre
a informacion sobre la diversidad bioldgica del pais,
aunque, para el caso de los microorganismos, la
informacion es escasa.

Régimen de acceso a recursos
genéticos en Brasil

El inicio del proceso formal para regular el acceso a los
recursos genéticos se da con la aprobacién de la Medida
Provisional 2186-16,del 23 de agosto de 2001 (Presidéncia
da Republica, 2001), llamada Ley de Acceso al Patrimonio
Genético, que incluye organismos nativos de tipo vegetal,
fungico, microbiano o animal, en forma de moléculas,
metabolitos y extractos obtenidos a partir de organismos
vivos o muertos, encontrados in situ o0 mantenidos ex situ,
en elterritorio nacional, la plataforma continental o la zona
economica exclusiva. A través de la medida provisional, se
reglamenté el régimen de acceso y se conformé el Consejo
de Gestion de Patrimonio Genético (CGEN), un drgano
colegiado integrado por ocho ministerios, ademas del
Ministério do Meio Ambiente (MMaA), y otras diez agencias
federales con funciones legislativas y deliberativas. El
consejo tiene como funciones centrales implementar
las politicas nacionales en materia de acceso a recursos
genéticos y conocimientos tradicionales y actuar como
instancia técnica en la materia, autorizando o denegando
el acceso al patrimonio genético nacional.

Después de casi 15 afos desde la publicaciéon de la
primera ediciéon de la Medida Provisional, Brasil tiene
una nueva legislacién sobre el acceso a los recursos
genéticos y los conocimientos tradicionales; se trata
de la Ley 13.123 de 2015 (Presidéncia da Republica,
2015), que entrd en vigor el 20 de noviembre y derogé
la Medida Provisional 2186-16. Esta ley, seglin De
Vasconcelos (2015), promueve un cambio significativo en
el marco normativo brasileno, ya que desburocratiza y
facilita los procedimientos para el acceso a los recursos
genéticos. El uso de muestras de patrimonio genético
o de conocimientos tradicionales asociados para la
investigacion o el desarrollo tecnolégico se redujo a
cumplir con el registro o la autorizacién del CGEN.

La actividad de recoleccion es regida por la Instruccién
Normativan.°3,del 1.°de septiembre de 2014, delInstituto
Chico Mendes para la Conservacién de la Biodiversidad
(ICMBio). Esta instruccion establece normas para el
uso del Sistema de Autorizaciéon e Informacién en
Biodiversidad (Sisbio), el cual aloja la informacién que
los investigadores deben reportar sobre la recoleccién
autorizada y regula la disponibilidad, el acceso y el uso
de los datos y la informacién reportados (Mma, 2010).
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La ley utiliza el termino
praducz‘O para referirse,
de manera general,

a todos los bienes y
servicios desarrollados

a partir del acceso.

En este contexto, en Brasil, el aprovechamiento econémico del producto o material
desarrollado a partir del acceso al recurso genético o a los conocimientos
tradicionales asociados esta sujeto a la presentacién previa ante el CGEN, con la
notificacion de la existencia del producto terminado o el material reproductivo
desarrollado. En caso de que el acceso no haya sido tramitado adecuadamente,
el interesado debe presentar un acuerdo de distribucidon de beneficios ante el
CGEN antes de que se cumplan 365 dias a partir de la notificacion de la existencia
del producto. Este procedimiento le brinda al investigador la posibilidad de
enmendar el error de procedimiento.

Para lograr el aprovechamiento econédmico del producto a partir de
microorganismos, el interesado debe solicitar la aprobacién del CGEN, en
tanto estos estan sujetos al alcance de la Ley 13.123 de 2015 (Presidéncia da
Republica, 2015), que dispone sobre bienes, derechos y obligaciones relativos al
“acceso al patrimonio genético del pais, bien de uso comun del pueblo encontrado
en condiciones in situ, incluidas las especies domesticadas y poblaciones
espontaneas, o mantenido en condiciones ex situ, siempre que se encuentre en
condiciones in situ en el territorio nacional, en la plataforma continental, en el mar
territorial y en la zona econdmica exclusiva” (traduccion propia). En el tramite se
debe incluir la distribucién de beneficios en los siguientes casos:

Licencias, transferencia o permiso para el uso de cualquier forma
de derecho de propiedad intelectual en el producto terminado,
proceso o material reproductivo derivado de animales, plantas y
microorganismos modificados genéticamente.

:‘@@ Explotacién econdmica de productos desarrollados a partir de recursos
genéticos de especies introducidas que no forman poblaciones

espontaneas y que no han adquirido rasgos distintivos en el pais.

Explotacidn econdmica de subproductos y procesos.
%@ Explotacién econédmica de los materiales de reproduccién en el
eslabdn de la cadena de produccidn.
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Ladistribucion de los beneficios puede ser monetariaono
monetaria. Es obligatoria la reparticién de los beneficios
para las microempresas, los agricultores tradicionales
y sus cooperativas, los fabricantes del producto
intermediario o sus desarrolladores y los productores
de material reproductivo con fines comerciales. Cuando
el origen del material genético no es identificable,
todos los pueblos indigenas, las comunidades locales
y los agricultores tradicionales del pais podran ser
considerados posibles beneficiarios de la asignacién
de beneficios. Cuando el producto comercializable se
ha desarrollado a partir de acceso a los conocimientos
tradicionales de una fuente identificable, el beneficiario
de la distribuciéon de los beneficios serd la poblacion
indigena, la comunidad local o el agricultor tradicional
gue ha proporcionado ese conocimiento.

De acuerdo con la Ley 13.123 de 2015 (Presidéncia da
Republica, 2015, arts. 20 y 21), la distribucion monetaria
de los beneficios corresponde al valor anual del 1 % de los
ingresos netos de la explotacién econdmica del producto,
con excepcion de los acuerdos con el sector productivo o
con el Estado, que logran reducir el valor de la asignacién
de beneficios monetarios hasta el 0,1% (un décimo por
ciento) de los ingresos netos anuales obtenidos de la
explotaciéon econdmica del producto, segun lo dispuesto
por la ley. La reduccidn del porcentaje econdmico permite
mayor flexibilidad durante la negociacién en caso de que
el producto desarrollado tenga beneficios sustanciales
para un sector productivo especifico, caso en el cual
puede solicitar su participacion el érgano oficial de
defensa de los derechos de los pueblos indigenas y las
comunidades tradicionales.

La distribucion no monetaria, por su parte, puede
incluir diferentes estrategias: desde proyectos para la
conservacion y uso sostenible de la biodiversidad o para la
protecciéon y mantenimiento de conocimientos, innovacion,
transferencia tecnoldgica, licencias gratuitas del producto
desarrollado a partir del acceso, formacion de recursos
humanos en temas relacionados con la conservacion y el
uso sostenible de los recursos genéticos o conocimientos
tradicionales asociados, hasta la distribucién gratuita del
producto terminado o el material reproductivo desarrollado.

La Ley 13.123 de 2015 (Presidéncia da Republica, 2015,
art. 22), que regula el acceso al patrimonio genético, otorga
al usuario el derecho a elegir, a su discrecién, una de las

formas no monetarias de la distribucién de beneficios. Para
esta modalidad de reparto, se indica que la distribucién de
los beneficios debe ser equivalente al 75% de lo previsto
para este mismo proyecto, si la modalidad fuese monetaria,
de acuerdo con los criterios que establezca el CGEN. Asi,
los interesados en obtener acceso a recursos genéticos en
Brasil deben esperar, por elmomento, a que las instituciones
se pronuncien sobre los criterios para la aplicacion de estos
procedimientos, y se requerird el aporte de sus beneficiarios
para realizar los ajustes a los que hubiese lugar.

Comparacién de los regimenes
de acceso a recursos genéticos

El régimen de acceso a recursos genéticos ha tenido
diferencias en su implementaciéon en Colombia
y en Brasil. Una diferencia observada fue que en
Brasil el acceso no debe ser solicitado con fines de
investigacion, pues solo es requerido un registro, a
través de un proceso simplificado, para cualquier fin.
Por el contrario, en Colombia se debe solicitar acceso
con fines de investigacion, prospeccion bioldgica,
conservacion, aplicacién industrial o aprovechamiento
comercial, cada fin con un tramite diferente. Esto incluye
un amplio espectro de actividades en biotecnologia,
en las que podrian incluirse técnicas de clasificacion
y caracterizacidon a través de biologia molecular, con
lo que se desviaria el objetivo principal de proteger la
utilizacion sostenible y la distribucidn justa y equitativa
de los posibles beneficios de un desarrollo tecnolégico.

Una diferencia en el procedimiento de acceso a recursos
genéticos entre los dos paises se da en cuanto a la
distribucion de los beneficios. La legislacion brasilena
menciona especificamente el concepto de producto y
establece un porcentaje maximo de las ganancias netas
de los productos o procesos comercializables que debe ser
entregado a los beneficiarios en el caso de la retribucion
monetaria. En Colombia, por el contrario, el porcentaje
es negociado, y en la mayoria de los casos se llega a una
negociacién no monetaria, lo que puede retrasar el proceso
de negociacion. El procedimiento de darles un valor de uso
a los recursos naturales e insertarlos en la economia de
mercado no es una tarea sencilla (Rojas Blanco, 2013), por lo
que establecer un porcentaje maximo sobre las ganancias
netas es una manera practica que permite tasar un precio
maximo inicial, lo que facilita la negociacién sin que ninguna
de las dos partes sienta que se encuentra en desventaja.

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Requisitos de patentabilidad
de microorganismos

El desarrollo de procesos de base biotecnoldgica estd siendo apalancado
por los Gobiernos nacionales, desde la promocién de la innovacién y la
investigacion cientifica, y por los sectores particulares, con el desarrollo de
nuevos productos competitivos, novedosos y que generan una retribucién
econdmica significativa. Para que estos proyectos se enmarquen tanto en
la inversion gubernamental como en la privada, se requiere la obtencion
de una patente que le asegure una prerrogativa en explotacién del recurso
novedoso al inventor, lo que asegura la retribucién econédmica de la invencion.
Ahora bien, los procedimientos para determinar qué tipo de uso y cdmo el
uso de los microorganismos puede dar lugar a una patente deben suscitar
una gran investigacion, por parte de las entidades competentes, soportada
en informacién técnica, administrativa y legal, tramites que pueden aumentar
los tiempos y costos de una investigacion e inversion.

Legislacién de patentamiento de
microorganismos en Colombia

La legislacidn vigente en materia de patentes se encuentra en la Decisién
486 de 2000 de la caN (2000), la cual establecié un régimen comun de
propiedad intelectual que prohibe, expresamente, patentar plantas, animales
o procedimientos que sean bioldgicos o microbioldgicos. En 2008 fue
emitida la Decision 689 (caN, 2008), que modifica la Decision 486 y exige
gue en la solicitud de las patentes se allegue el contrato de acceso o la
licencia de uso, segun sea el caso. Para dar cumplimiento a la Decisién 486,
la Superintendencia de Industria y Comercio de Colombia expidié en 2015
la Circular Unica, cuyo titulo X contiene el conjunto de reglamentaciones e
instrucciones generales que guian a los usuarios sobre la manera como
se deben adelantar los tramites de propiedad industrial. En Colombia, para
iniciar el tramite de patente de invencion, debe presentarse de manera
obligatoria el contrato de acceso al recurso genético.

En el caso de los microorganismos, debe también anexarse el certificado
de depdsito ante una autoridad internacional reconocida. Este depésito
deberd efectuarse por el solicitante de la patente a mas tardar en la
fecha de presentaciéon de la solicitud. Serdn vdlidos los certificados de
depdsito de microorganismos o material biolégico efectuados ante las
autoridades internacionales reconocidas conforme al Tratado de Budapest
sobre el Reconocimiento Internacional del Depésito de Microorganismos
a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes de 1977, que se
encuentran incluidas en la lista que publica la Organizacién Mundial de la
Propiedad Intelectual (oMPI) en su calidad de organizacién encargada de la
administracién del tratado en mencién.
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Legislacion de patentamiento de
microorganismos en Brasil

En Brasil, la proteccion de la propiedad intelectual
estd regulada por la Ley de Propiedad Industrial (LP1),
promulgada bajo el nUmero 9.279 el 14 de mayo de 1996
y cuyo objeto es regular los derechos y obligaciones
relativos ala propiedadindustrial,incluyendo las patentes
(Presidéncia da Republica, 1996). La LPI menciona, en su
articulo 10, seccidon Ix, que la totalidad o parte de los seres
vivos naturales y materiales biolégicos encontrados o
aislados en la naturaleza no pueden ser protegidos por
patentes; solamente los microorganismos modificados
genéticamente pueden serlo, pues han sido producto de
la intervencién del investigador.

El Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento
Internacional del Depésito de Microorganismos a
los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes,
adoptado por los Estados parte desde 1977, orienta
el procedimiento internacional para el patentamiento
de microorganismos, incluyendo el depdsito de estos
ante una autoridad internacional de depdsito, con
independencia de dénde se encuentre dicha autoridad.
En el caso de Brasil, este no es signatario del Tratado
de Budapest y no tiene ningin centro o institucién

depositaria reconocida o autorizada por el Instituto
Nacional de Propiedad Industrial (INPI) para el depdsito
de material bioldgico con fines de patentes. Para
cumplir con el requisito legal, el Acto Normativo INPI
127de 1997,ensuarticulo 16.1.1.2, autoriza el depésito
en cualquier autoridad depositaria internacional
reconocida por el Tratado de Budapest. De esta forma,
el manejo de los microorganismos reduce gastos
porque, en lugar de depositar el microorganismo en
cada uno de los Estados contratantes en los que se ha
presentado una solicitud de patente relacionada con
ese microorganismo, bastard con que se deposite una
vezy ante unasolaautoridad de depdsito. Ademas, esto
aumenta la seguridad depositante, pues se establece
un sistema uniforme de depdsito, reconocimiento y
suministro de muestras de microorganismos.

La divulgacién del origen del microorganismo en las
solicitudes de patentes es un mecanismo que se ha
usado en Brasil desde finales de 2006. La Resolucion 43
de 2015 del cGEN y la Resolucién 207 de 2009 del INPI
hacen referencia a los procedimientos que deben seguir
los solicitantes de patentes. De este modo, se evita que se
otorgue una patente sin cumplir los tramites de acceso
al recurso genético, lo que puede incluso justificar la
cancelacion de la patente.

En el sector agricola, los conocimientos y avances sobre
la diversidad de los microorganismos directamente
relacionados con la fertilizacion bioldgica del suelo
estdn en una etapa avanzada gracias a los esfuerzos
de la Empresa Brasilena de Investigaciéon Agropecuaria
(Embrapa, acrénimo formado por su nombre en
portugués), que tiene una valiosa coleccion de
microorganismos con capacidad de fijacién biolégica de
nitrégeno y sus aplicaciones. Desde la introduccion del
cultivo de soya en Brasil se han desarrollado programas
de seleccién de cepas de Rhizobium sp., Bradyrhizobium
japonicum y Bradyrhizobium elkanii para proporcionar el
nitrégeno necesario a las plantas a través de la fijacion
biolégica. Como resultado de estos programas, Brasil
tiene cepas disponibles en la actualidad que permiten que
la produccion de inoculantes en el pais pueda sustituir un
alto porcentaje del nitrégeno requerido por el cultivo. Asi,
la eliminacion de la fertilizacion de nitrégeno se ha visto
reflejada en un ahorro estimado de usb 6,6 millones al
ano (Ferreira et al., 2011).
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Comparacién de las
legislaciones de patentamiento
de microorganismos

La proteccidn de la propiedad industrial en Colombia y
Brasil es similar, puesto que los dos paises hacen parte
del Convenio de Paris para la Proteccion de la Propiedad
Industrial, de manera que sus preceptos deben guardar
los principios minimos alli consignados. Las diferencias
son los requisitos formales para la solicitud y la duracién
de la vigencia de la proteccién. En el caso de Brasil, la
concesién para las patentes biotecnolégicas se otorga
en un tiempo medio, desde la fecha de solicitud, de
9-11 anos, mientras que en Colombia se concede por un
maximo de 20 anos, sin hacer diferenciacién del tipo de
tecnologia. Con la concesidn de una patente se confieren
los derechos patrimoniales de caracter exclusivo que
otorga el Estado por un tiempo determinado. Al respecto,
el periodo de tiempo en Brasil, al ser mas corto, podria
permitir que otro investigador retome la invencion y le
realice mejoras, lo que promueve que se le anada calidad
al producto en un periodo de tiempo mas corto que en
Colombia; esto permite que Brasil pueda avanzar mas
répido en el desarrollo y la innovacién de productos.

Tanto en Colombia como en Brasil, los microorganismos
transgénicos son los Unicos que satisfacen los
tres requisitos de patentabilidad, a saber, novedad,

actividad inventiva y aplicacién industrial, y que
no son contemplados como descubrimientos. Los
microorganismos modificados genéticamente pueden
expresar, mediante intervencién humana directa en su
composicién genética, algunas caracteristicas que han
sido manipuladas por métodos de ADN recombinante
con el objetivo de que se expresen en ese organismo y
le confieran un rasgo dado. Los microorganismos en su
estado natural no son objeto de patentabilidad porque
las caracteristicas que les confieren capacidades
han sido otorgadas por la naturaleza, sin implicar el
intelecto del investigador.

Asimismo, en los dos paises se solicita, para iniciar el
proceso de patentamiento, el certificado de depdsito
del material bioldgico, expedido por una institucién de
depdsito internacional de microorganismos o por otro
organismo reconocido por la oficina de la autoridad
nacional. Cuando la invencidén se refiera a un producto
o procedimiento relativo a un material bioldgico
y no pueda describirse de manera que pueda ser
comprendiday ejecutada por una persona capacitada en
la materia técnica, la descripciéon debera completarse
con un depédsito de dicho material. En estos casos, la
descripcién debe indicar el nombre y la direccién de
la institucién de depésito, y la fecha y el nimero de
depodsito atribuido por tal institucion. Los depdsitos
se deben efectuar ante una autoridad internacional
reconocida por el Tratado de Budapest.
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Requisitos de calidad
paralos inoculantes

Los inoculantes microbianos, bioinsumos utilizados
en la produccién agricola, se clasifican en agentes
biocontroladores y biofertilizantes. Fuentes-Ramirez y
Caballero-Mellado (2006) definieron los biofertilizantes
como “un producto que contiene microorganismos vivos,
que ejercen efectos benéficos directos o indirectos en
el crecimiento de las plantas y el rendimiento de los
cultivos a través de diferentes mecanismos” (p. 144,
traduccion propia). Los microorganismos que promueven
el crecimiento de las plantas mediante el control de
organismos perjudiciales, tales como biofungicidas,
bionematicidas, bioinsecticidas o cualesquiera otros
productos con actividad similar que favorezca la sanidad
vegetal, generalmente se definen como bioplaguicidas, no
como biofertilizantes (Vessey, 2003).

La palabra biofertilizante no debe ser utilizada para
referirsealamateriaorganicaolosfertilizantesminerales
—como el compost y los extractos de plantas—, ni a los
productos que contengan células microbianas muertas,
extractos de cultivos microbianos, extractos de células
microbianas, etc. (Malusa & Vassilev, 2014). La necesidad
de una definicidn legal de biofertilizantes se deriva de
las descripciones que podrian dar lugar a erréneas
clasificaciones para evadir la normatividad. Por ejemplo,
en algun momento se indicaron los hongos micorrizicos
como “una parte natural de las plantas” (Gianinazzi &
Vosatka, 2004) y no como microorganismos, evitando los
procedimientos de registro, que son complicados y caros.
Por lo tanto, en los marcos normativos, es importante
que las instituciones regulatorias actualicen la definicién
en concordancia con las tendencias mundiales.

Normatividad parala
produccién y comercializacién
de inoculantes en Colombia

En Colombia, la normatividad relacionada con los
bioinsumos ha evolucionado a partir de las normas
para el registro y control de los agroquimicos de
sintesis quimica. Inicialmente, estas normas fueron
concebidas con el objetivo esencial de garantizar la
calidad y eficacia de los insumos quimicos, la principal

herramienta tecnoldgica promovida en ese entonces
para asegurar la productividad de los cultivos y
atender la creciente demanda de alimentos, y fueron
desarrolladas también para prevenir o reducir los
impactos negativos asociados a la utilizacién de
sustancias peligrosas e ingredientes activos que
implican altos riesgos para la salud humana y el
medio ambiente, segln la Resolucién ica 1277 de 2004
(Instituto Colombiano Agropecuario [ical, 2004b).

En Colombia, el IcA es la autoridad competente designada
como responsable de adoptar las medidas necesarias
para el efectivo control de la sanidad animal y vegetal
y de ejercer el control técnico de los insumos agricolas.
La primera norma ICA que menciona estos productos
es la Resolucion 3418 del 1.° de octubre de 1991, que
definié el término inoculante para leguminosas para el
género Rhizobium e incluyé el control de calidad de estos
microorganismos (ica, 1991a).

En 1995 se publicé la Resolucién 3079, en la cual se
dictan disposiciones sobre la industria, el comercio
y la aplicacién de bioinsumos y productos afines,
abonos o fertilizantes, enmiendas, acondicionadores
del suelo y productos afines, plaguicidas quimicos,
reguladores fisioldgicos y coadyuvantes de uso
agricola y productos afines, los cuales estuvieron
registrados previamente en la Resolucién 4313 de
1991 (ica, 1991b). Con esta resolucion se inicié el
control de los bioinsumos en el pais, si bien les dio
el mismo tratamiento y se exigieron los mismos
requisitos que a los productos quimicos, situacion
que fue ajustada a las caracteristicas propias de los
bioinsumos en febrero de 2004, cuando se emitid
la Resolucién 375 (ica, 2004a), en la cual solo se
consideraron los bioinsumos y extractos vegetales. En
esta resolucién se agruparon los bioplaguicidas y los
inoculantes bioldgicos, y se definié a los biocinsumos
como “producto de origen bioldgico utilizado con fines
de nutricién vegetal, manejo integrado de plagas o
mejoramiento de las caracteristicas bioldgicas del
suelo”. Siete anos después, la Resoluciéon 375 fue
derogada por la Resolucion 698 de 2011 (ica, 2011).

La Resolucion 698 de 2011, vigente en el afo 2019,
especificalanormatividad paraproductoresde bicinsumos,
donde se agrupan los productos biocontroladores y los
inoculantes bioldgicos, e incluye nuevas regulaciones
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para el registro de un producto que no sea producido por
el interesado, es decir, que sea importado o maquilado.
Se indica también que, para el registro del productor, se
realizara una visita técnica de verificacién a la planta de
produccion, lo que permite confirmar las condiciones
técnicas de las solicitudes de registro. En relacién con el
producto, ya sea producido nacionalmente o importado,

se deben realizar pruebas de eficacia agrondmica a
partir de un protocolo aprobado por el IcA que serd
supervisado desde el montaje hasta la evaluacién final,
con el fin de confirmar que el producto cumpla con la
actividad agronémica para la cual fue elaborado. El
proceso de registro se muestra en la figura 8.1.

® Figura 8.1. Proceso de registro de inoculantes en Colombia.

Fuente: Elaboracion propia con base en 1ca (2011)
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La resolucién vigente les permite a los productores de
bioinsumos solicitar cambios en la infraestructura de
las plantas de produccién, asi como la ampliacién de la
estabilidad, siempre y cuando no alteren la composicion
del producto, lo cual le permite al productor realizarle
cambios al producto sin perder su registro. La flexibilidad
en el tramite permite que el productor de bioinsumos
pueda trabajar en la mejora continua del producto, y
esto hace que pueda ofrecerles un mejor insumo a los
productores agropecuarios y, asi, ser mas competitivo.
También es posible la importacién de productos para

& Desarrollo
de pruebas de
Permiso de eficaciay pruebas
experimentacion de estabilidad

~

L L]

Registro de producto

experimentacion, ya sea para realizar pruebas de
laboratorio o de eficacia agronémica de estos, lo que sirve
para validar su actividad bioldgica en las condiciones
de suelo y ambientales de Colombia, asi como en las
condiciones particulares de los cultivos colombianos.

Por ultimo, la resolucion solicita realizar pruebas de estabilidad
biolédgica en lo que refiere a composicién garantizada,
pureza microbioldgica, actividad bioldgica y caracteristicas
fisicoquimicas para dos lotes de produccién, para los tiempos
inicial y final de la vida util del producto formulado.
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Normatividad parala
produccién y comercializacién
de inoculantes en Brasil

El 16 de diciembre de 1980, el Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Abastecimiento (MAPA) promulgd la Ley
6.894, “sobre la inspeccion y el control de la produccidn
y el comercio de fertilizantes, correctivos, inoculantes,
estimulantes o biofertilizantes para la agricultura”
(Presidéncia da Republica, 1980). Los inoculantes mas
frecuentemente comercializados en Brasil contienen
rizobios. La Ley 6.894 define como inoculante el “material
gue contiene microorganismos fijadores de nitrégeno y
gue actua favorablemente en el desarrollo de la planta”,
y define estimulantes o biofertilizantes como “producto
gue contiene un principio activo capaz de mejorar,
directa o indirectamente, el desarrollo de las plantas”.

La ley define la inscripcion obligatoria de los productos
al MAPA, asi como las normas para la inspeccion y
fiscalizacién de los productos. A esta ley se le hicieron
algunos cambios el ano siguiente, por medio de la
Ley 6.934 del 13 de julio de 1981, cuya principal
modificacidn se referia a la definicién de inoculante, que
pasd a ser “la sustancia que contenga microorganismos
con desempeno favorable para el desarrollo vegetal”
(Presidéncia da Republica, 1981). Con la creacién del
Mercado Comun del Sur (Mercosur) en 1998, y con la ley
comun entre los paises que lo componen, la definicién
de inoculante se confirmé como “todo producto que
contenga microorganismos con accién estimulante para
el crecimiento vegetal” (Mercosur, 1998).

El 14 de enero de 2004, con la publicacidon del Decreto
4.954 (Presidéncia da Republica, 2004), se aprobd la
reglamentacion de la Ley 6.894 de 1980 y se revocaron
los decretos 86.955 y 99.427. Este decreto modificé,
nuevamente, la definicién de inoculante, que ahora
seria un “producto que contiene microorganismos
con rendimiento favorable para el crecimiento de las
plantas”, y de biofertilizantes, que pasaron a ser “los
productos que contienen un ingrediente activo o agente
organico, libre de sustancias agrotoxicas, y que son
capaces de actuar directamente en la totalidad o parte
de las plantas cultivadas, elevando su productividad”.

La siguiente modificacion, publicada en la Instruccién
Normativa 05 del 6 de agosto de 2004, propuso
dos anexos: anexo I: “Definiciones y normas sobre
especificaciones, garantias, registro, embalaje y
etiqguetado de inoculantes destinados a la agricultura”,
y anexo II: “Lista de microorganismos autorizados para
laproducciéndeinoculantes en Brasil”. Posteriormente,
se publicé la Instruccidn Normativa 10 del 21 de marzo
de 2006, en la cual se realizd la actualizacion del
listado de los microorganismos autorizados para la
produccion de inoculantes en Brasil.

Mas adelante, a través de la Instruccién Normativa
30 del 12 de noviembre de 2010, se establecieron
los métodos oficiales de andlisis de inoculantes, su
calificacion, identificaciéon y andlisis de pureza. La
ultima modificacién realizada se dio con la Instruccién
Normativa 13 del 24 de marzo de 2011, por medio de
la cual se aprobaron las normas sobre especificaciones,
garantias, registro, embalaje y etiquetado de
inoculantes para la agricultura, asi como las relaciones
de microorganismos autorizados y recomendados
para la produccion de inoculantes en Brasil; esto se
presenté por medio de tres anexos: anexo I: “Normas
sobre especificaciones, garantia, registro, envasado y
etiquetado de inoculantes destinados a uso agricola”;
anexo I: “Lista de microorganismos autorizados para la
produccién de inoculantes en Brasil”, y anexo I11: “Lista de
microorganismos recomendados para la produccion de
inoculantes en Brasil”. Ademads, esta ultima normativa
derogé la Instrucciéon Normativa 05 de 2004.

En resumen, la normatividad en Brasil para el control de
calidad de los inoculantes establece los métodos oficiales
de analisis, calificacion, identificacion y andlisis de pureza.
Los estandares establecidos para la verificaciéon son
descritos de tal forma que, para cada microorganismo del
listado de los microorganismos aprobados, se establece
el medio de cultivo en el cual se realizara el recuento en
placa, el periodo de incubacidn, el medio de cultivo para
el nimero mas probable (NMP), el periodo de incubacién
para la interpretacion del NMP y la temperatura de
incubacion. Esto le permite al productor de inoculantes
conocer en qué condiciones sera evaluado el producto,
y asi puede anticipar el estricto cumplimiento de los
estandares evaluados (figura 8.2).
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= Figura 8.2. Evolucion normativa sobre los inoculantes en Brasil.

Fuente: Elaboracion propia
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Capitulo 8. Normativa colombiana y brasilefia aplicada a la produccion y registro de inoculantes biolégicos para uso agricola

|

1998 Mercosur

Define inoculante como "todo producto
que contenga microorganismos con
accion para el crecimiento vegetal”.

2006 |. Normativa 10

Actualiza el listado de los
microorganismos autorizados.

2011 1. Normativa 13

Actualiza los anexos de la
I. Normativa 05 de 2004 y la deroga.

213



214

Comparacién de las
normatividades para la
produccién y comercializacién
de inoculantes

La normatividad analizada para el registro y control de
inoculantes de uso agricola en Colombia y Brasil tiene
como objetivo esencial garantizar la calidad y eficacia
de los insumos quimicos, para asegurar la productividad
y la proteccién de los cultivos, y prevenir y reducir los
impactos negativos que puedan causar.

Una de las diferencias encontradas es que, mientras en
Brasil es el MAPA quien hace pruebas de germinaciény en
invernadero a los inoculantes, en Colombia se establecen
los parametros para las pruebas de eficacia, para que
sean realizadas por un tercero.

En relacion con las garantias de calidad, la tabla 8.1
presenta la comparacién de las regulaciones de los
dos paises, teniendo en cuenta que los inoculantes
microbianos comprenden dos elementos constitutivos
de la misma importancia: el o los microorganismos y un
material de soporte (Mazid & Khan, 2015).
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® Tabla 8.1. Comparacion de los requisitos de calidad exigidos para los inoculantes

biologicos en Colombia y Brasil
Fuente: Elaboracion propia

Control de calidad del producto

Colombia:

*  El productor establece la concentracién
del producto a través del desarrollo de
investigaciones aplicadas.

*  Evaluacién de al menos dos lotes del
producto, cada uno en el tiempo cero, es decir,
inmediatamente después de formulado, y al final
del periodo de vigencia, incluyendo 1) bioensayo
de la actividad bioldgica, 2) caracteristicas
microbiolégicas relacionadas con la composicién,
3) pureza y 4) caracteristicas fisicoquimicas.

+  Se permiten soportes no estériles, pero deben
realizarse pruebas para la determinacién de
Salmonella, coliformes totales y metales

pesados en el tiempo cero de produccion.

Brasil:

*  Productos que contienen bacterias fijadoras
de nitrégeno deben tener una concentracién
minima de 1 x 10° urc g o mL! de producto
hasta la fecha de vencimiento.

*  La concentracién de los microorganismos es
establecida por la agencia brasilefia para la
investigacién cientifica oficial o acreditada por
el mapa de acuerdo con las pruebas realizadas
durante el registro. La concentracién se informa
durante el proceso de registro del producto, y el
productor debe velar por cumplirla en cada lote.

*  Medio de soporte estéril, y cuando el producto
es s6lido, debe estar libre de microorganismos en
factor de dilucién 1 x 1072

E Soporte

Colombia:

*  No se hace mencién sobre las condiciones
de supervivencia de los microorganismos.

*  El producto debe tener una pureza del 95% y no
debe contener microorganismos contaminantes

ni patégenos a humanos, plantas o animales.

Brasil:
*  El producto debe proporcionar condiciones
de supervivencia de los microorganismos.
*  El producto debe estar libre de microorganismos

no especificados en un factor de dilucién 1 x 10~.

B Pureza

Colombia:
*  Es establecida en las pruebas de estabilidad
de producto.

Brasil:
*  Debe ser de al menos seis meses a partir

de la fecha de fabricacién.

n Vida util
Colombia:

*  No hay restricciones sobre la vida til.

Brasil:
*  El producto debe estar preparado solamente

con microorganismos autorizados.

B Tipo de microorganismo

Colombia:

*  No hay restricciones sobre el tipo de microorganismo.

Brasil:

*  Los productos hechos con microorganismos
recomendados deben incluir aspectos técnico-
cientificos concluyentes, emitidos por la agencia

brasilefia de investigacién oficial o acreditada, que

demuestren la viabilidad y eficiencia de su uso agricola.
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El primer item analizado en los criterios de calidad
solicitados fue la concentracion, y se encontré que
en Brasil se establece una concentracién minima de
microorganismos viables en el caso de que el inoculante
esté compuesto por bacterias fijadoras de nitrégeno.
Los estdndares de calidad de los inoculantes rizobianos
varian de acuerdo con el pais, pero en la mayoria de
estos se establecen valores minimos de recuento de
células viables de rizobios, que van desde 5 x 107 hasta
1 x 10° urc g o mL' de inoculante, debido a que la
cantidad de inéculo que sobrevive sobre la semilla es
pequefa (aproximadamente del 5% al 10%) (Benintende,
2010). En el caso de microorganismos asociativos y
promotores del crecimiento vegetal, la norma es similar
en Brasil y en Colombia, donde, de acuerdo con cada caso
y las condiciones, se establece, a través del desarrollo de
investigaciones aplicadas, la concentracién del producto
para asegurar la supervivencia de los microorganismos en
el suelo. Este umbral de las células difiere entre especies,
pero es esencial para obtener una respuesta positiva en
las plantas; por ejemplo, para Azospirillum brasilense,
se debe asegurar una concentracion de 10%-107 células
planta' (Bashan et al, 2014). No en vano ambos paises
le dan relevancia a la concentraciéon de células viables
qgue debe tener el microorganismo en el momento de
la inoculacion, para poder garantizarle al productor la
obtencién de los mismos resultados presentados en las
pruebas de eficacia del producto, debido a que es necesario
gue el microorganismo se encuentre en una concentracion
alta, que permita su supervivencia en las condiciones del
suelo concretas, como cambios de pH, competencia con los
microorganismos nativos, oxigenacién y humedad.

El siguiente item analizado fue el soporte. En el caso de
Colombia, se permite el uso de portadores no estériles,
pero se hace la salvedad de que se deben hacer algunos
andlisis para conservar la inocuidad; asi, el producto
no puede contener microorganismos contaminantes
ni patégenos a humanos, plantas o animales. Por el
contrario, en Brasil, el soporte debe ser estéril, debido
a que la supervivencia de los rizobios en el inoculante
estd fuertemente vinculada a la competencia que les
hagan otros microorganismos presentes. En muchos
paises la legislacién establece la necesidad de ausencia
de contaminantes detectables para que el producto
pueda ser comercializado (Benintende, 2010). El
estandar solicitado por Brasil, con el requerimiento de
un soporte estéril, tiene ventajas significativas para

alcanzar la concentracion precisa del microorganismo,
evitando la posibilidad de que los microorganismos
nativos del soporte disminuyan la concentracion
del microorganismo de interés o de que estos sean
patégenos; sin embargo, el proceso de esterilizacion
hace al inoculante menos rentable, sobre todo en paises
en desarrollo (Bashan et al., 2014). Al respecto, aunque
el costo de produccién de los inoculantes puede verse
incrementado, el proceso de esterilizacién del soporte
contribuye de manera favorable al mejoramiento de la
calidad del producto, pues ayuda a evitar la presencia
de microorganismos no deseados durante el proceso de
almacenamiento y de microorganismos patdégenos que
puedan llegar al cultivo. En Colombia, como se dijo, el IcA
no exige este proceso de esterilizaciéon del soporte, pero
podria ser una practica adoptada por los productores de
inoculantes que quieran mejorar su producto.

La vida util del producto se encuentra en la normatividad
de los dos paises; sin embargo, en el caso colombiano,
el productor debe determinar el tiempo maximo que su
producto puede ser almacenado sin perder su actividad
bioldgica, a partir de los datos obtenidos en las pruebas
de estabilidad del producto, mientras que en Brasil se
exige una vida util de minimo seis meses. Este es un
tema comercial esencial, debido a que, si bien el tiempo
de aplicacién en campo es corto, el tiempo de produccién
de grandes cantidades en la fabrica es largo, por lo que
no se puede hacer la aplicacién de manera inmediata.
Con la tecnologia actual, se puede considerar un tiempo
de conservacién del producto de dos anos, aunque es
relativamente corto para que los productores puedan
almacenarlo y aplicarlo sin perder sus beneficios. Una
formulacién practica debe mantenerse, durante periodos
de tiempo mayores a dos afos, con suficientes bacterias
viables paraasegurarlainoculaciénexitosadelas semillas
(Bashan et al., 2014). La extension de la vida util se puede
obtener aumentando el nimero de microorganismos en
el inoculante, dado que se considera que, a pesar de la
disminucién de la poblacién con el tiempo, suficientes
células permanecen vivas en el momento de la siembra.
También se puede utilizar un aditivo en la formulacién
o mantener el almacenamiento en frio, para detener el
crecimiento de los microorganismos (Xavier et al., 2004).

La principal diferencia identificada entre la normatividad
de Brasil y la de Colombia esté relacionada con los listados
de microorganismos autorizados y recomendados,
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establecidos por el MAPA brasilefo en los anexos 1t y i,
respectivamente, de la Instruccién Normativa 13 de 2011.
El anexo Il incluye los siguientes microorganismos fijadores
de nitrégeno simbidticos: Bradyrhizobium japonicum,
Bradyrhizobium elkanii, Rhizobium leguminosarum bv.
viciae, Mesorhizobium ciceri, Mesorhizobium amorphae,
Methylobacterium sp., Sinorhizobium meliloti, Azorhizobium
doebereinerae, Rhizobium leguminosarum bw. trifoliiy Rhizobium
etli. El anexo Il incluye los siguientes microorganismos
recomendados para la produccién de inoculantes: Bacillus
subtilis y Frateuria aurantia para eucalipto, y Azospirillum
brasilense para trigo, maiz y arroz. La inclusién de
microorganismos nuevos a los listados se puede realizar
a través de informes concluyentes de trabajos de
investigacion, de acuerdo con los requisitos para evaluar
la viabilidad y la eficiencia agrondmicas. Los nuevos
microorganismos deben ser depositados por la institucién
responsable de la recomendacién en una base indicada por
el MAPA, y después reciben una designacion especifica.

La especificidad de los tipos de microorganismos y sus
hospederos propuesta en los anexos 11 y 1l del MAPA
puede considerarse una fortaleza para la produccion
de inoculantes en Brasil, donde desde el principio se ha
tenido claridad, gracias a estudios cientificos, sobre el
tipo de cultivo al cual van dirigidos y los microorganismos
con mejor actividad biolégica reportada. Los procesos de
seleccion de bacterias, asi como el mejoramiento genético
vegetal, han permitido el desarrollo de variedades
de soya con alta respuesta al proceso simbidtico de
fijacion de nitrégeno (De Souza Moreira, 2008). El alto
grado de especificidad que caracteriza estas relaciones
simbidticas juega un papel esencial en el éxito de la
fijaciéon de nitrégeno, lo que contribuye a la obtencién de
respuestas positivas en la productividad de los cultivos. El
direccionamiento de la relacién planta-microorganismo
desde la regulacion, con fundamentos cientificos, puede
ser uno de los factores de éxito en la adopcion de esta
biotecnologia en Brasil.
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En el caso colombiano, por su parte, no existen
los listados de microorganismos aprobados ni
recomendados; la normatividad solamente menciona
que los inoculantes no deben contener microorganismos
patégenos a humanos, plantas o animales, y se rige
por una clasificacién general entre bacterias fijadoras
de nitrégeno, bacterias asimbiéticas fijadoras de
nitrégeno, hongos micorrizégenos, microorganismos
solubilizadores  de  fosfatos, = microorganismos
productores de promotores del crecimiento vegetal,
microorganismos transformadores de materia organica
para la produccion de abonos y microorganismos
con actividad biocida. Bashan et al. (2014) mencionan
que, para lograr el diseno de un inoculante adecuado,
primero deben considerarse las necesidades y practicas
de los productores, asi como la importancia del cultivo
de interés. La amplitud y generalidad del listado
de microorganismos que pueden ser utilizados en
Colombia deja la decisidn sobre la solucidn tecnoldgica
y la especificidad planta-microorganismos en manos de
los productores de inoculantes, que en su gran mayoria
son pequenas y medianas empresas.

La innovaciéon y competitividad de los inoculantes,
cuando la produccion esta direccionada por el tipo de
microorganismo y de cultivo, como en el caso de Brasil,
estd dada por la formulacién. Segun Bashan et al.
(2014),laformulacion es el “arte secreto” industrial que
convierte al microorganismo en un activo importante
de la empresa, debido a que exige que la cepa sea
seleccionada cuidadosamente por especialistas vy
gue los experimentos que conduzcan a un proceso

comercial se hagan tanto en condiciones controladas
como en condiciones de campo no controladas, debido
a que los productores seran quienes tomen la decisién
con base en los resultados positivos repetidos, el facil
manejo y el precio razonable del producto. Al existir
un listado oficial de microorganismos y plantas blanco,
la competitividad del inoculante se logra a través
de la innovacién en el proceso de desarrollo, con la
optimizacion del soporte, los medios de cultivo y los
métodos de conservacién, asi como con la garantia
de que el productor obtendrd beneficios reales en
condiciones de campo.

Un requisito que no hace parte directamente del
producto, pero que es indispensable para que la
informacidén trasmitida al usuario sea la indicada, es
la etiqueta (tabla 8.2). La normatividad en Brasil y
en Colombia solicita que la informacién esté escrita
en el idioma oficial respectivo, con el fin de que los
productores puedan comprenderla. Entre las dos
normatividades, una de las diferencias en cuanto a la
informacidn solicitada en la etiqueta es el énfasis que
se presenta en Colombia en las condiciones de manejo
del envase en el momento de ser desechado, pues se
hacen recomendaciones como el doble lavado, la no
reutilizacion y la aclaracién de los datos toxicoldgicos
de su contenido. La etiqueta es el primer contacto que
tiene el agricultor con el producto, por lo que es de
suma importancia. Esta debe ser lo mas clara posible
para que el agricultor logre comprender, en lo posible,
eltipo detecnologia que estd utilizando y para que no se
presenten inconvenientes por una mala interpretacion.
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® Tabla 8.2. Comparacién de los requisitos exigidos para las etiquetas de los inoculantes

biolégicos en Colombia y Brasil
Fuente: Elaboracion propia

n Idioma de la etiqueta

Colombia: Brasil:
Esparfiol Portugués

E Identificacién del productor o importador

Colombia: Brasil:
Si Si

B Denominacién del producto

Colombia:

Marca del producto y la denominacién “Bioinsumo
de uso agricola” en negrilla, seguida del tipo de
bioinsumo; por ejemplo: “Bioinsumo de uso
agricola — Inoculante biolégico formulado —

Tipo concentrado soluble”

Brasil:

Denominacién del producto, seguida de la
presentacién fisica, el cultivo de aplicacién y
el tipo de soporte utilizado; por ejemplo:

“Inoculante de turba sélida para soya”

n Tipo de microorganismo contenido

Colombia:
No existe una codificacién de coleccién oficial

Brasil:
Numero de identificacién del microorganismo

en la coleccién oficial

B Instrucciones para el almacenamiento

Colombia: Brasil:
Si Si

Modo de aplicacién

Colombia: Brasil:
Si Si
Dosificacién
Colombia: Brasil:
Si Si

Fecha de fabricacion

o fecha de caducidad
Colombia: Brasil:
Si Si

Numero de lote

Colombia: Brasil:

Si Si

Clasificacion toxicolégica

Colombia:

No para biofertilizantes

Brasil:
No

Condiciones de manejo y
disposicion del envase

Colombia: Brasil:

Si No

Registro del producto

Colombia: Brasil:

Si No
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Otra diferencia relevante observada fue la
obligatoriedad, en Brasil, de realizar el depdsito
del microorganismo en una coleccién oficial a
cargo del MAPA responsable de la conservacion y
mantenimiento de las cepas. Adicionalmente, cada
ano los productores e importadores deben adquirir
los microorganismos que desean producir de una
institucion responsable de mantener el banco de
germoplasma. Los bancos de germoplasma son
un componente fundamental del proceso, dado
que permiten preservar los microorganismos
y mantienen su consistencia genética para la
elaboracién de productos bioldgicos, lo cual
permite garantizar la actividad bioldgica y la
viabilidad de las cepas (Rojas-Tapias et al., 2013).

En Colombia, las empresas productoras de
bioinsumos, entre ellos los inoculantes, se encargan
directamente del mantenimiento de las cepas de los
microorganismos. EL ICA requiere, especificamente,
que laempresa acredite laelaboraciénde uncontrato
con un bidélogo, quimico, agrénomo, microbidlogo,
ingeniero biotecnolégico o bacteriélogo para que
ejerza las funciones de director técnico responsable
de la calidad del producto, con el fin de asegurar
que la empresa cuente con personal capacitado
para realizar un adecuado mantenimiento de las
cepas. Sin embargo, hasta la fecha, la liofilizacion
y la ultracongelacién se consideran los métodos
mas eficientes para preservar los microorganismos
(Sorokulova et al., 2012), aunque requieren el
uso de equipo especializado y costoso para
preservar estables las bacterias. La imposibilidad
de implementar estas tecnologias por parte de
las empresas puede llevar a que usen métodos
obsoletos que causen la muerte del microorganismo
o la pérdida de la actividad bioldgica de interés.

Una ultima diferencia normativa entre los dos
paises es que la norma colombiana es Unica y
especifica para los bioinsumos de uso agricola,
sean biofertilizantes o bioplaguicidas, y su registro
es para la comercializacién a nivel nacional. En
tanto, la normativa brasileia tiene una regulacion
para el registro de bioplaguicidas, que estan
incluidos en la legislacion de agrotoxicos, y otra
para los biofertilizantes, y la comercializacion, por
su parte, debe ser aprobada por cada estado.
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Los derechos de
propiedad intelectual que
permiten la proteccion
de innovaciones
biotecnologicas en
Colombia y Brasil estdn
vinculados a los acuerdos
y legislaciones nacionales
e internacionales
relacionados con el
desarrollo sostenible

y la conservacion, asi
como al uso sostenible

y la distribucion justa

y equitativa de los
beneficios derivados

de la utilizacion de los
recursos genéticos.

Conclusiones

Ademas, cuentan con normatividad especifica para garantizar a los agricultores
unproductode calidad, que les permita beneficiarse de las ventajas que les pueden
generar este tipo de biotecnologias. Este analisis logré evidenciar diferencias en
la legislacion de los dos paises, especialmente en el aseguramiento de la calidad
de los inoculantes, en el que Brasil presenté un mayor grado de formalidad en
las exigencias, lo que evidencia un interés de fondo por promover el uso de la
biotecnologia a través de su adopcidn exitosa por parte de los productores.

La Oficina Europea de Patentes incluye en el término microorganismo a las
bacterias y levaduras, los hongos, las algas, las células, los protozoarios, los
plasmidos y los virus; sin embargo, los paises pueden 1) decidir proteger
solamente microorganismos modificados, tal como lo hacen Colombia y
Brasil; 2) interpretar de forma restringida el concepto, excluyendo genes y
secuencias genéticas, o 3) limitar el &mbito de la patente a un uso especifico
del producto, lo cual seria compatible con los Aspectos de los Derechos de
Propiedad Intelectual Relacionados con el Comercio (Adpic). Sin embargo, la
decisién de no proteger a los microorganismos no modificados genéticamente
podria ser perjudicial, debido a que, segiin Overmann (2015), no utilizar
depdsitos oficiales de microorganismos ha llevado a una continua duplicacién
de esfuerzos de investigacion y desarrollo tecnoldgico que ha impedido el
desarrollo de la obtencidn de productos a partir de microorganismos, sobre
todo en aquellos paises donde el sector de la bioindustria no estd muy
avanzado, debido a que las investigaciones nuevas podrian iniciar a partir de
los resultados de las investigaciones previas.

El tiempo y los recursos invertidos para el desarrollo de productos
biotecnoldgicos, tales como los bioinsumos, podrian reducirse si los
investigadores iniciaran sus procesos a partir de microorganismos que han
sido almacenados en un depdsito internacional para mejorar los productos.
Asimismo, podria controlarse adecuadamente que dos microorganismos
aislados por investigadores o empresas competidoras en diferentes paises,
del mismo género y con actividades benéficas para la agricultura similares,
puedan ser utilizados para producir, validamente, dos productos nuevos. Sin
cooperaciones internacionales activas y el intercambio de cepas, es dificil
construir las capacidades humanas y tecnolégicas para aislar, caracterizar y
preservar los microorganismos y, por lo tanto, para generar valor agregado
a partir de ellos.

Uno de los problemas de procedimiento evidenciados en Colombia y Brasil es
gue ninguno de los dos cuenta con un depdsito de microorganismos reconocido
por los tratados internacionales, lo que podria causar posibles demoras en los
procesos de depdsito o de accesibilidad posteriores. Las instituciones
de investigacion publicas, la Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria (AGROSAVIA) y la Embrapa podrian, a través de sus bancos de
germoplasma, realizar los trdmites y ajustes necesarios para que las cepas
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obtenidas a partir de la biodiversidad nativa pudieran
ser depositadas en el mismo pais de procedencia. Esto
les permitiria asegurar que las cepas se mantengan
genéticamente estables y mantener la soberania
sobre el recurso genético, debido a que podrian hacer
seguimiento a su uso, para asegurar la distribuciéon de
los beneficios.

Finalmente, los listados de microorganismos
autorizados y recomendados que rigen en Brasil para
la produccién de inoculantes son una herramienta
practica que podria ser analizada, de forma mas
detallada, para su implementacion en Colombia.
La trayectoria que presenta Brasil en el control y la
verificacion de la calidad de los productos que son
entregados al agricultor lo ha llevado al desarrollo
del listado de microorganismos autorizados, el
cual ha sido construido con anos de experiencia y
con un enfoque hacia la biotecnologia de fijacién
de nitrégeno. Este listado le permite a la autoridad
brasilena disminuir al maximo el riesgo de que sus
productos contengan microorganismos patdgenos
que causen efectos desagradables en los cultivos y
la poblacién por errores en el proceso de desarrollo
del producto. Esto ha llevado a que los productores
depositen su confianza en el uso de inoculantes,
debido a sus resultados constantes en el tiempo. Asi
pues, el desarrollo de listados de microorganismos
autorizados y recomendados en Colombia seria de
gran utilidad para generar procesos de transferencia
tecnoldgica exitosos.

Las diferencias identificadas entre los dos paises
son sustantivas: Brasil presenta un marco juridico y
normativo que podria servir de ejemplo para avanzar

en el aprovechamiento de la biodiversidad en Colombia.
Ejemplo de esto es el proceso de negociacién de los
beneficios derivados en caso de que se desarrolle un
producto comercializable, pues desde un principio los
porcentajes que se deben aplicar para la distribucién de
los beneficios deben ser claros para las partes y permitir
que las empresas puedan hacer andlisis econdmicos
de la inversiéon antes de desarrollar el producto. En
el caso de la obtenciéon de patentes, no se encontraron
diferencias, debido a que los dos paises se han guiado
por la legislacion internacional. Por ultimo, en cuanto a la
normatividad para el uso agricola, Brasil tiene protocolos
claros para el registro y control de calidad de productos a
base de bacterias fijadoras de nitrégeno, con listados de
microorganismos aprobados y recomendados para los
cultivos relevantes en la agricultura. Como se dijo mas
atras, la adopcién en Colombia de mecanismos similares
a los brasilenos en cuanto a estos listados podria facilitar
la transferencia de tecnologia a los productores.

Apartir de este analisis comparativo entre la normatividad
de Colombia y la de Brasil, se pueden identificar algunas
posibilidades de mejora para la colombiana. Por ejemplo,
podria facilitarse el proceso de bioprospecciéon de
bioinsumos a través de la simplificacion del proceso de
acceso a recursos genéticos con fines de investigacion,
por medio de un contrato general entre el Estado y las
instituciones que han tenido tradicidén en la investigacién,
quienes se pueden encargar de hacer un mejor
seguimiento al proyecto que el MADS, con reportes
frecuentes de los avances. Igualmente, las autoridades
colombianas podrian evaluar el establecimiento de
un listado de microorganismos-planta que oriente el
desarrollo de los inoculantes y los bioinsumos, asi como
al productor, de acuerdo con las necesidades del pais.
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Introduccién

Entre los principales mecanismos que utilizan
los microorganismos para ejercer su efecto
biofertilizante se encuentran la fijacién bioldgica
de nitrégeno, la solubilizacidn de fésforo y potasio,
la produccién de siderdforos, la producciéon de
reguladores del crecimiento, la induccién del
crecimiento,elcambioenlamorfologiade lasraices
y la estimulaciéon de simbiosis beneficiosas para
las plantas (Grageda-Cabrera et al., 2012; Vessey,
2003). Los biofertilizantes cumplen un papel clave
en la productividad y sostenibilidad del suelo,
pero también en la protecciédn del medioambiente,
como insumos ecoldgicos y rentables para los
agricultores, con lo que contribuyen, asi, a la
sostenibilidad (Mohammadi & Sohrabi, 2012).
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Los biofertilizantes son una
alternativa importante

al uso de fertilizantes de
sintesis guz’mica, aunque
solo representan un 5 % del
mercado mundial

de fertilizantes

(Timmusk et al., 2017).

Segmentacion
del mercado de
los biofertilizantes

En 2019 se estimaba que la industria de los biofertilizantes estaba valorada en
usD 1,5-2 billones, y se espera que crezca un 10-13% anual, lo que representaria
un mercado de usp 2,8-3,8 billones en 2025 (Fortune Business Insights, 2020;
Markets and Markets, 2020; Mordor Intelligence, 2020d; Ravensberg, 2017).

Segmentacién del mercado
por actividad biolégica

En el mercado global, los biofertilizantes se pueden clasificar teniendo en
cuenta la accidn que ejercen los productos para que los nutrientes estén
disponibles para las plantas. Los principales productos que se encuentran en
el mercado son aquellos que permiten la fijacion bioldgica de nitrégeno, los
que facilitan la solubilizacion de fosfatos y los que permiten la movilizacion de
potasio. El principal segmento de los biofertilizantes son los productos para
fijacion de nitrégeno, con una participacién aproximada del 75 % del mercado
en 2014, es decir, aproximadamente usb 629 millones, los cuales son usados
ampliamente en cultivos de trigo, arroz y oleaginosas, entre otros. Después
estan los productos para solubilizacién de fosfatos, con un mercado de entre
el 15y el 18% para 2014, es decir, aproximadamente usb 141 millones,
los cuales se utilizan principalmente para convertir acidos orgdnicos de
bajo peso molecular en formas de productos nutricionales solubles (Bio-
FIT Project, 2019b). Por ultimo, estan los movilizadores de potasio, con un
mercado de entre el 5y el 6% para 2014. El resto del mercado se repartia en
productos que facilitan la adquisicion de otros elementos, como zinc, boro y
azufre (Fortune Business Insights, 2020).

eomentacion del mercado
Segment del mercad
por principios activos

Los microorganismos usados en los biofertilizantes dependen también
de la funcién que se requiera por parte de estos: para fijacion bioldgica de
nitrégeno, se pueden utilizar microorganismos capaces de llevar a cabo la
fijacion de nitrégeno de vida libre, como bacterias de los géneros Azotobacter,
Beijerinckia, Clostridium y Klebsiella; cianobacterias de los géneros Anabaena
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y Nostoc; bacterias simbidticas de Rhizobium y Frankia,
cianobacterias como Anabaena azollae, y aquellas
bacterias que permiten asociaciones, como Azospirillum.
Para solubilizacién de fésforo, se usan bacterias como
Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus circulans
y Pseudomonas striata, y hongos como Penicillium sp. y
Aspergillus awamori. Para movilizacién de potasio, por su
parte, se usan micorrizas arbusculares, ectomicorrizas
y micorrizas ericoides, entre otras. Y, por ultimo, para
movilizaciéon de otros micronutrientes, como silicato
y zinc, se destaca el género bacteriano Bacillus sp.
(European Biomass Industry Association, 2019).

Las cianobacterias son uno de los segmentos de mayor
importancia por su capacidad de sintetizar y fijar el
nitrégeno atmosférico (N,); se han usado principalmente
en el cultivo de arroz, pero también han tenido buenos
resultados en cultivos de cebada, avena, tomate, rabano,
algodén, cana de azlcar, maiz, chile y lechuga (Chakdar
et al,, 2012). Las principales cianobacterias usadas son
Anabaena, Nostoc y Gloeoitrichia (“Alternativas bioldgicas
a los fertilizantes nitrogenados”, s.f.).

Los inoculantes a base de rizobios son muy usados en el
mundo por su capacidad de fijacion simbidtica de nitrégeno;
los géneros mas usados son Bradyrhizobium, Sinorhizobium,
Azorhizobium, Mesorhizobiumy Allorhizobium.Para 2017, se
estiméd que en 64 millones de hectareas en el mundo se
usaron biofertilizantes a base de estos microorganismos
(Mordor Intelligence, 2020e), y los géneros mas usados
fueron los ya mencionados. En Estados Unidos, por
ejemplo, para el mismo ano, el consumo de biofertilizantes
a base de estos microorganismos fue de 87.000 toneladas
meétricas (Research and Markets, 2018).

Azotobacter es otro microorganismode granimportancia
dentro del mercado de biofertilizantes, pues es capaz

de convertir nitrégeno atmosférico en nitrato de amonio
en el suelo y también ayuda a retener la humedad
del suelo. De las diversas especies de este género,
la mds usada es A. chroococcum, por ser el habitante
mas dominante en los suelos cultivables, seguida de A.
vinelandii, A. beijerinckii, A. nigricans, A. armeniacus y A.
paspali. Azotobacter se utiliza como biofertilizante para
diferentes cultivos, como trigo, avena, mostaza, cebada,
arroz, semillas de lino, girasol, ricino, maiz, sorgo,
algodén, yute, remolacha azucarera, tabaco, té, café,
caucho y coco (Mordor Intelligence, 2020b).

Otro segmento importante en el mercado son las
micorrizas, con las que se generan actividades
industriales econémicamente importantes en varias
partes del mundo. Existen aproximadamente 12
productores de micorrizas ampliamente conocidos en
la Unién Europea: en Reino Unido, Republica Checa,
Alemania, Suiza, Espanay Francia. También se reportan
mas de 20 grandes productores en otros lugares del
mundo, como China, Japén, Canada y Estados Unidos
(Ramirez Rojas et al., 2010). La micorrizas se clasifican
en ectomicorrizas, las cuales se aplican principalmente
en los cultivos forestales y en produccién agricola y
ornamental; y las micorrizas ericoides, que se usan
en la familia de ericaceas, rododendros y aradndanos
(Tapia, 2013).

Por dltimo, estd un grupo de microorganismos
solubilizadores de fosfato; los principales son
Pseudomonas sp., Azospirillum sp., Bacillus sp.,
Penicillium sp. y Aspergillus sp. Los microorganismos
solubilizadores de fosfato (PsM, por sus siglas en
inglés) son capaces de hidrolizar compuestos de fésforo
insolubles orgdnicos e inorgdnicos en forma de fésforo
soluble, que las plantas pueden asimilar facilmente
(Kalayu, 2019).
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Segmentacion del mercado por
tipo de aplicacion, formulacion
y cultivo

Por tipo de aplicacién, el mercado mas importante es el de tratamiento
de semillas, con un 65% del mercado para 2014, el cual fue valorado
aproximadamente en usD 556 millones. Las semillas tratadas con
biofertilizantes permiten aprovechar el nitrégeno atmosférico y la
disponibilidad de fésforo soluble en el suelo (Bio-FIT Project, 2019b;
Fortune Business Insights, 2020), obtener un mejor rendimiento de las
plantas y generar en estas una mejor resistencia frente a ataques de
virus y bacterias (Markets and Markets, 2020). Respecto a la aplicacion en
el suelo, este segmento representd casi un 30% del mercado en 2014, el
cual fue valorado aproximadamente en usb 256 millones y fue impulsado
principalmente por el aumento de la agricultura orgdnica. Se esperaba, por
ejemplo, que en India, entre los afos 2014 y 2020, aumentara en casi USD
1.000 millones (Bio-FIT Project, 2019b; Fortune Business Insights, 2020;
Markets and Markets, 2020).

Los biofertilizantes se encuentran tanto en presentaciones soélidas como
liquidas; sin embargo, estas ultimas tienen una mayor acogida en el mercado de
los paises en desarrollo, debido a su vida Gtil, que es mayor a dos anos. Ademas,
los fertilizantes liquidos tienen mejores limites de tolerancia a condiciones
adversas, y su aplicacion es mas facil (Markets and Markets, 2020). Se esperaba
que este segmento creciera un 3% en 2020 (Bio-FIT Project, 2019b). El uso de
biofertilizantes liquidos también ha promovido el crecimiento del mercado de los
aspersores liquidos, y se esperaba que este creciera a una tasa anual compuesta
de mas del 6 % para 2020 (Bio-FIT Project, 2019b).

Los principales segmentos de aplicacién de los biofertilizantes por tipo de
cultivo son: cereales, granos, leguminosas, oleaginosas, frutas y verduras.
Se estimd que el 39 % (usb 489 millones) de las ventas en 2016 fueron para
uso en cultivos de cereales y granos (Ravensberg, 2017), y se pronostica un
mayor crecimiento en los cultivos de frutas y verduras, teniendo en cuenta
el nuevo estilo de vida de muchos consumidores, que prefieren los cultivos
organicos (Markets and Markets, 2020).
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Segmentacién del
mercado por region

Para 2016, América del Norte fue el mercado mas grande,
conel 31,4%delosingresos mundiales por biofertilizantes,
seguido por Europa, con el 22,6 %; Asia-Pacifico, con el
19,7 %; Latinoamérica, con el 16,6 %, y el resto del mundo,
con el 10% (Research Nester, 2019a, 2019b).

El mercado de América del Norte, para el mismo ano, fue
valorado en usb 300-350 millones, y se espera que crezca
a una tasa compuesta anual del 12% hasta 2023-2024
(Market Data Forecast, 2020d; Micro Market Monitor, 2015;
Mordor Intelligence, 2019a). El principal mercado es Estados
Unidos, con una participaciéon de mas de la mitad del total de
Norteamérica, donde el aumento de las practicas agricolas
organicas y ecoldgicas impulsa la demanda de este tipo de
productos (Mordor Intelligence, 2019a).

El mercado Europeo, para 2016, fue valorado en usp 220-
270 millones, y se espera que crezca a una tasa compuesta
anual del 12,81% hasta 2023-2024 (Market Data Forecast,
2020b; Mordor Intelligence, 2020c; Research Nester, 2019a),
principalmente por la imposicidén de regulaciones estrictas
sobre el uso de fertilizantes quimicos y por el aumento de la
agricultura ecoldgica en los principales paises de la region.
En 2017, los paises con mas cultivos organicos fueron
Espana (16,6 %), Italia (15,2%), Francia (13,9%) y Alemania
(9,1%). ELl mercado espanol de biofertilizantes es uno de los
mas importantes en el mundo, con un valor estimado, para
2018, de usp 91,4 millones (Mordor Intelligence, 2020c).

El mercado de la regidn de Asia-Pacifico, para 2016, fue
valorado en 200-250 millones, y se espera que crezca
a una tasa compuesta anual del 13 % hasta 2023-2024
(Market Data Forecast, 2020a; Mordor Intelligence,
2020a; Research Nester, 2019b), principalmente por el
aumento de areas organicas. Alli, China es el mercado
mas importante, con un 43% del mercado y una
produccién de medio millén de toneladas métricas por
ano. Después esta el mercado de India, potenciado por
acciones del Gobierno, como el Proyecto Nacional sobre
el Desarrollo y el Uso de Esquemas de Biofertilizantes
(NPDB), que busca capacitar trabajadores agricolas en
el uso de biofertilizantes. Otros mercados importantes
en la region son Australia y Japon (Mordor Intelligence,
2020a; Reuters Plus, 2019).

El mercado de biofertilizantes en Latinoamérica,
para 2016, fue valorado en usb 160-220 millones, y
se espera que crezca a una tasa compuesta anual
del 13,54 % hasta 2023 (Market Data Forecast, 2020c;
Mordor Intelligence, 2019b; Research Nester, 2019b).
Alli, los principales mercados son Brasil y Argentina
(Mordor Intelligence, 2019b), y los cultivos donde mas
se aplican son las leguminosas, tanto para Brasil y
Argentina como para Uruguay y Paraguay (Grageda-
Cabrera et al,, 2012). Las empresas internacionales
mas importantes en la regiéon son Novozymes,
Rizobacter y Antibiotice.

Brasil tiene el mayor mercado de productos organicos
en América del Sur, mercado que representd el
56,6 % de los ingresos por biofertilizantes en esta
region (Mordor Intelligence, 2019b), donde el uso de
biofertilizantes se ha incrementado, anualmente,
cerca de 60.000-70.000 toneladas. Las principales
empresas locales productoras de biofertilizantes en
Brasil son Embrafés, el Instituto de Fosfato Bioldgico
(1IFB), Biofosfatos do Brasil y Liderfés. Los cultivos en
los que mas se usan biofertilizantes en este pais son
frijol, maiz, arroz, cafa de azucar, soya, eucalipto,
citricos, tomate, algoddn, cultivos forrajeros vy
zanahoria (Prochnow & Casarin, 2011).

Argentina es el segundo pais mas importante en
el mercado de biofertilizantes en Latinoamérica, y
el cultivo donde mas se usan es la soya (Grageda-
Cabrera et al.,, 2012). Uno de los factores clave que
impulsan este mercado en el pais es el aumento de la
agricultura orgdnica; de hecho, a nivel mundial, para
2016, Argentina estaba ubicada como el segundo pais
con mayor cantidad de hectareas organicas, con 3.000
millones de hectareas (“La Argentina”, 2017).

Cuba, por su parte, es uno de los paises que iniciaron
el desarrollo de los bioinoculantes con productos
biofertilizantes a base de microorganismos fijadores de
nitrégeno, solubilizadores de fésforo y hongos formadores
de micorriza. Estos biofertilizantes se han aplicado
principalmente en cana de azucar, cultivos tropicales y
hortalizas (“Las nuevas bio herramientas”, 2017).
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En México, el mercado de biofertilizantes se desarrollé
en los anos 70 y 80, cuando se emplearon productos
para fijacién biolégica de nitrégeno en soya y garbanzo;
asi, el uso de Rhizobium se convirtid en una practica
generalizada (“Las nuevas bio herramientas”, 2017).

En Chile, el desarrollo de los biofertilizantes, en los
anos 80y 90, estuvo marcado por la fijacion bioldgica de
nitrégeno, principalmente a través del uso de Rhizobium
para leguminosas y cianobacterias para arroz (“Las
nuevas bio herramientas”, 2017).

Colombia tuvo un fuerte desarrollo en el mercado de los
biofertilizantes desde los anos 90 en empresas privadas
y centros de investigacion, con biofertilizantes fijadores
de nitrégeno —tanto simbidticos (Rhizobium) como
de vida libre (Azotobacter chroococcum)—, bacterias
solubilizadoras de fosfato y hongos formadores de
micorriza (Glomus sp. y Entrophospora colombiana), asi
como con diferentes PGPR como bioestimulantes (“Las
nuevas bio herramientas”, 2017). En el sector arrocero
se tuvo un incremento especial (Arévalo, 2009) asociado
a la produccién de alta calidad; al trabajo de produccién
de Biocultivos, que cuenta actualmente con 10 registros
de productos ante el IcA bajo la categoria de “inoculantes
bioldgicos” (ica, 2019), y a una spin-off creada entre la
Universidad Nacional de Colombia, el sector privado
y el gremio arrocero (Sanjuan Pinilla & Moreno
Sarmiento, 2010). Sobre el valor actual del mercado de
los bioplaguicidas en Colombia, no se tiene informacién
especifica; sin embargo, de acuerdo con informacion
del 1cA, en 2016 se vendieron aproximadamente 1.279
toneladas de productos (entre sdlidos y liquidos).
Tomando esta informacidn junto con el precio de un
biofertilizante en el mercado, que estd entre cor 20.000
y 66.000, se estima que el mercado pudo haber tenido
un valor de cop 26.000-88.000 millones para 2016
(aproximadamente entre usp 8 y 25 millones).!

Para conocer el panorama del sector de los biofertilizantes
en Colombia, se revis6 el numero de registros de
empresas de bioinsumos y el niumero de registros de
venta de productos ante el ICA. En el listado de bioinsumos
del 1cA se encontraron 44 empresas que producen
inoculantes bioldgicos, para un total de 86 productos

registrados en esta categoria, de los cuales el 58,1 %
corresponde a formulaciones liquidas, y el 41,9%, a
formulaciones sélidas. En cuanto a la actividad bioldgica
de estos bioinsumos registrados, se encuentran las
subcategorias de “solubilizador de fésforo”, “fijador
biolégico de nitrégeno”, “acondicionador y activador
del suelo”, “estimulador de crecimiento”, “desarrollo de
raices” y “promotor de crecimiento vegetal”. Al revisar
los principios activos, 23 productos son hechos a base
de bacterias (principalmente Azotobacter sp., Bacillus sp.
y Pseudomonas sp.), 8 a base de hongos de diferentes
especies y 4 a base de micorrizas (tabla 9.1). Respecto
a los cultivos de aplicacidn, los inoculantes bioldgicos
estan autorizados para 35 cultivos, entre los cuales
estan arroz, tomate, soya y flores. Entre las empresas
que cuentan con el mayor nimero de registros, se
encuentran Biocultivos S.A., AGROSAvIA, Fundases,
Bioquirama S.A.S., Sobiotec, Biotech Orius S.A.S,
Semilas del Valle S.A y Dibicol Tpa (ica, 2019).

® Tabla 9.1. Principios activos de los biofertilizantes registrados en Colombia

Fuente: Elaboracién propia con base en 1ca (2019)

1 Valor del ddlar a septiembre de 2019: cop 3.482,7.
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Bacterias

Azotobacter vinelandii
Gluconacetobacter diazotrophicus
Azospirillum brasilense
Azotobacter chroococcum

Bacillus laterosporus

Bacillus licheniformis

Bacillus megaterium

Bacillus mycoides

Bacillus pumilus

Bacillus subtilis

Bacillus thuringiensis var. kurstaki

Bacillus thuringiensis var. tenebrionis

Hongos y levaduras

Akanthomyces johnsonii
Geotrichum penicillatum
Hirsutella thompsonii

Penicillium bilaiae

Micorrizas

Acaulospora spp.
Entrophospora spp.

Gigaspora spp.

Bradyrhizobium japonicum
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei
Pseudomonas aureofaciens
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas montinelli
Rbhizobium japonicum
Rbizobium leguminosarum
Rbizobium phaseoli

Rbhodopseudomonas palustris

Penicillium janthinellum
Pochonia chlamydosporia
Saccharomyces cerevisiae

Trichoderma harzianum

Glomus spp.
Scutellospora sp.
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Empresas lideres
en el mercado de
los biofertilizantes

Veinte son las principales empresas del mercado de biofertilizantes a nivel mundial,
de las cuales 12 estan en la region Asia-Pacifico —principalmente en India—, 4 en
Norteamérica, 3 en Europay una en Latinoamérica (tabla 9.2) (Fortune Business Insights,
2020; Markets and Markets, 2020; Mordor Intelligence, 2020d).

® Tabla9.2. Principales empresas del mercado de biofertilizantes en el mundo

Fuente: Elaboracién propia con base en Fortune Business Insights (2020), Markets
and Markets (2020) y Mordor Intelligence (2020d)

Argentina Australia
] Arenti Mapleton Agri
Rizobacter Argentina Biotec Private
China
Canadi cBF China Bio-Fertilizer
@b Lallemand Kiwa Bio-Tech Products
Group Corporation
Espana
Dinamarca Symborg
Novozymes
India
AgriLife
Estados Unidos Biomax Naturals
Agrinos Camson Bio Technologies
Monsanto Gujarat State Fertilizers
& Chemicals
Nutramax Laboratories
International Panaacea Limited
Madras Fertilizers Limited
National Fertilizers Limited
Rumania Rashtriya Chemicals & Fertilizers
Antibiotice T Stanes and Company Limited
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Al tomar como referencia diferentes estudios del
mercado, se encontraron cinco empresas lideres con
diferentes portafolios de productos, algunas de ellas
muy especializadas en ciertos microorganismos; por
ejemplo, Rizobacter Argentina cuenta con productos
a base de Bradyrhizobium para fijacién de nitrégeno;
Lallemand, con productos a base de levaduras, y
Symborg, con productos a base de micorrizas, mientras
gue otras companias, como AgriLife y National Fertilizers
Limited, cuentan con un portafolio mas diverso, a base
de diferentes microorganismos con aplicaciones para
obtencion de diferentes nutrientes (tabla 9.3).

® Tabla 9.3. Empresas referentes del mercado de biofertilizantes y su portafolio
Fuente: Elaboracién propia con base en las pdginas web de las empresas: www.agrilife.in/biofertilizer.htm;
www.lallemand.com; www.symborg.com; www.nationalfertilizers.com; https://rizobacter.com.ar

AgriLife

Pais: India

Productos: Agri Life Agri vam (micorrizas), Agri
Life Nitrofix (cinco productos a base de bacterias
como Azotobacter, Azospirillum 'y Rhizobium), Fe-Sol
B (Acidithiobacillus sp.), K-Sol B (Frateuria), Mn

Sol B, P Sol B (tres productos a base de Bacillus sp.),
S-Sol B (Thiobacillus thiooxidans), Si - Sol B (Bacillus
sp.) y Zn-Sol B (Thiobacillus thiooxidans).

n Lallemand

Pais: Canad4

Productos: Bioreveil: levadura, para mineralizacién
de la materia orgdnica y estimulacion del
crecimiento. Cilus: a base de bacterias como Baci/lus
sp. Natural Defences Enhancer: levadura, para
mejora de las defensas naturales de las plantas.
GlioMix: inoculantes de raices. Greenstim/
Bluestim: a base de una glicina-betaina natural,
actua como osmoprotector. Rhizocell GC y
Rhizocell C: levaduras y rizobacterias para
solubilizacién de fésforo. Folwin: bioestimulante que
mejora el rendimiento y la resistencia al estrés. Mmyc:

endomicorrizas arbusculares.

Symborg

Pais: Espafia

Productos: MycoUp y MycoUp Activ (micorrizas),
VitaSoil (complejo microbiano rizosférico
fitofortificante), Resid MG (micorrizas) y Trichosym
Bio ( Trichoderma harzianum, estimula el desarrollo

vegetativo).

National Fertilizers Limited

Pais: India

Productos: Rhizobium (Symbiotic), Acetobacter
(Non-Symbiotic) y P. S. B. Phosphate Solubilising

Bacteria.

Rizobacter Argentina

Pais: Argentina

Productos: Signum, Rhizobium, Rizoliq Dakar,
Rizoliq LL1, Rizoliq Top, Rizoliq Surco, Rizoliq,
Rilotus, Ribol, Rialfa, Rizoliq Top Garbanzo,
Signum Arveja, Rizoliq Top Poroto, Rizoliq Top
Poroto Mung, Signum Garbanzo, Rizoliq Surco
Mani, Rilegum ToP y Premax R. Productos a base
de Bradyrhizobium sp. con diferentes tipos de
aplicacion (semilla y suelo) para diferentes cultivos.
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El mercado de
biofertilizantes tiene un
potencial de crecimiento

como alternativa
a los productos de
sintesis quimica.

Dindamica del mercado
de los biofertilizantes

A continuacion se describen las fortalezas, los jalonadores y las tendencias
del mercado que favorecen este aumento, asi como las debilidades y barreras
gue aln deben superarse para que los biofertilizantes puedan representar un
porcentaje mas alto en el total del mercado mundial, pues actualmente solo
representan un 5% (Timmusk et al., 2017).

Fortalezas y debilidades
de los biofertilizantes

Existe una lista de factores que determinan el éxito o fracaso de un
biofertilizante (Biofabrica Siglo xxi, 2011; Carvajal Mufioz & Mera Benavides,
2010; Farnen, 2019; Garcia Canedo, 2017; Gémez Avendano, 2010; Teng,
2008). A continuacién se presentan las principales fortalezas y debilidades
de estos productos:
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Fortalezas

e Pueden llegar a ser complementarios al uso de
fertilizantes quimicos, debido a que permiten un
mayor aprovechamiento de los nutrientes.

*  Son compatibles con otros microorganismos, lo que
permite, incluso, realizar acciones complementarias;
un ejemplo de esto es la aplicacion de micorrizas en
conjunto con las bacterias Azospirillum o Rhizobium,
combinacion que facilita la disponibilidad de nutrientes
como el fosforo.

Debilidades

« Teniendo en cuenta que los biofertilizantes estan
hechos a base de microorganismos vivos, se requieren
formulaciones especificas que resistan las condiciones
ambientales, por lo cual su investigacién puede ser costosa.

e Algunas formulaciones tienen una vida atil menor
a un ano.

«  Algunos biofertilizantes son especificos de un cultivo y
muchas veces de una ubicacidn, por lo que su eficacia
puede verse afectada por las condiciones ambientales
y los factores eddaficos del suelo.

e Factores como caracteristicas inadecuadas del suelo,
las altas temperaturas, la presencia de altos niveles de
agroquimicos o bajos niveles de micronutrientes pueden
afectar negativamente la eficacia de los biofertilizantes.

Ayudan a la regeneracién de los suelos, al mejorar
su estructura, la vida microbiana y el crecimiento
de raices.

En general, representan menores riesgos para el
medio ambiente.

Permiten un mejor desarrollo de la planta y pueden
reducir los efectos de organismos nocivos en el suelo,
como hongos y nematodos, ademas de que favorecen
la resistencia de las plantas a factores ambientales.

Los cambios en los patrones de cultivo por parte de
los agricultores pueden afectar su uso.

No hay conciencia, entre los agricultores, sobre los
beneficios de los biofertilizantes.

Su accion es lenta y los resultados favorables son
percibibles a mas largo plazo en comparacién
con los fertilizantes quimicos, por lo cual los
agricultores pueden no estar convencidos de los
beneficios de los biofertilizantes.

Algunos procesos de producciéon pueden ser
dificiles; ejemplo de esto son las micorrizas,
gue requieren del suelo y de la planta para su
reproduccion.
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Tendencias en el mercado de
alimentos que pueden favorecer el
uso y la venta de los biofertilizantes

Existen diferentes tendencias mundiales asociadas a
la agricultura y la alimentaciéon que pueden permitir
el desarrollo y la aplicacidn de nuevas tecnologias
para la produccién agropecuaria (Food and Agriculture
Organization of the United Nations [Fao], 2017):

e Crecimiento demografico: para 2050 la poblacién
mundial sera de 9.700 millones de personas.

* Teniendo en cuenta el aumento de la poblacién
para 2050, también habrd un incremento previsto
en la demanda de alimentos del 50 %, por lo que la
produccion agricola necesita crecer de la mano de
un mayor rendimiento.

e El aumento de la competencia por los recursos,
entre los cuales estan las areas protegidas y el
agua, tanto para produccion agricola como pecuaria,
requiere que se den cambios que permitan una
mayor productividad sin afectar o disminuyendo la
afectacion de los recursos naturales.

El cambio climatico afecta directamente la
produccion de alimentos y, por lo tanto, compromete
la seguridad alimentaria y la nutricién.

Las nuevas enfermedades y plagas, que ademds son
transfronterizas, afectan la produccién agricolay pecuaria.

La malnutricién se ha convertido en una emergencia
de salud mundial, tanto en casos de desnutricion por
carencia de nutrientes como en casos de sobrepeso
y obesidad, lo que obliga a un cambio en la dieta de la
poblacién con alimentos mas saludables.

Elcambio en la produccién de alimentos y los canales
de distribucién impacta los diferentes eslabones de
la cadena de valor.

Nuevas tecnologias son necesarias para evitar la
pérdiday el desperdicio de alimentos en los diferentes
procesos de produccion, cosecha, distribucién vy
consumo.
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Jalonadores
del mercado

Entre los principales jalonadores del mercado
de biofertilizantes, se identifican los siguientes:

Politicas de gobierno favorables: algunas politicas
de gobierno favorecen el uso de biofertilizantes;
por ejemplo, la Politica Agricola Comun de la Unién
Europea promueve el uso de este tipo de productos
y proporciona hasta el 30% del presupuesto a los
agricultores que cumplan con practicas agricolas
sostenibles. Asimismo, el Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos tiene un plan para
promover la agricultura orgdnica en el que el uso
de este tipo de productos es beneficiado (Fortune
Business Insights, 2020). Igualmente, en India, el
Gobierno tiene diferentes esquemas para promover
el uso de los biofertilizantes en el pais, como el
Proyecto Nacional sobre el Desarrollo y el Uso de
Esquemas de Biofertilizantes (NPDB) (Ghosh, s.f.).

Precio de los fertilizantes y su beneficio: uno de los
insumos mas costosos para la produccién agricola
son los fertilizantes, pues actualmente pueden
representar entre el 30 y el 35% de los costos
totales, a la vez que son uno de los insumos menos
aprovechados, ya que tan solo el 40 % de estos puede
ser aprovechado para el cultivo, lo que contrasta con
el mayor aprovechamiento que se puede obtener de
un producto bioldgico (Biofabrica Siglo xxi, 2011).

Incremento en el 4rea orgdnica: la empresa de
investigacion de mercado Ecovia Intelligence estima
que el mercado mundial de alimentos orgdnicos
alcanzé los usb 97.000 millones en 2017. Estados
Unidos es el principal mercado, seguido de Alemania,
Francia y China. En 2017 se reportaron 2,9 millones
de productores orgdnicos y un total de 69,8 millones
de hectdreas gestionadas orgdnicamente, lo que
representa un crecimiento del 20% anual en los
ultimos 18 anos. Muchas politicas de gobierno estan
dirigidas a la promocion de este tipo de produccion,
que requiere el uso de productos mas limpios (Willer
& Lernoud, 2019).

Barreras
del mercado

Las principales barreras del mercado que pueden afectar
la adopcion de los biofertilizantes se listan a continuacién:

Costo de los productos de base bioldgica: algunas de
las materias primas necesarias para los fertilizantes
sintéticos estadn directamente disponibles en la
naturaleza y requieren menos innovacién, mientras
que los Dbiofertilizantes necesitan innovacion
avanzada, que puede requerir una gran inversion,
lo que afecta el precio final al usuario (Mordor
Intelligence, 2019b).

Efecto de los factores abidticos sobre la eficacia de los
biofertilizantes: muchos factores, como el tipo de suelo,
las practicas de manejo y el clima, afectan la eficacia de
los biofertilizantes (Bio-FIT Project, 2019a).

Rendimiento de las pruebas de campo: todavia es
dificil replicar el efecto de los inoculantes obtenido
en laboratorio en campo (Bio-FIT Project, 2019a;
Stamenkovié et al., 2018).

Control de calidad: el control de calidad de los
biofertilizantes debe garantizar el efecto de los
microorganismos en campo, y a veces no se cumplen
todos los parametros exigidos para su registro,
como, por ejemplo, el nimero de células viables o el
porcentaje de pureza, lo que conduce a una falta de
confianza en este tipo de productos (Bio-FIT Project,
2019a; Stamenkovic et al., 2018).
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Estrategias de negocio en la
industria de los biofertilizantes

Existen diferentes estrategias de crecimiento empresarial
en los negocios, como penetracion del mercado, expansion
o desarrollo del mercado, expansiéon del producto,
diversificacion y adquisicion de otras empresas (Suttle,
2019). A continuacidn se explican brevemente y se dan
ejemplos en el mercado de biofertilizantes.

e Penetracion del mercado: esta estrategia se
usa cuando una compahia decide comercializar
productos existentes dentro del mismo mercado
que ha estado utilizando (Suttle, 2019).

¢ En 2014, Labiofam inicié la construccion de
una planta de produccion y desarrollo de
bioplaguicidas y biofertilizantes en Santa Clara,
Cuba, con una capacidad de produccién anual
de 6 millones de litros de bioproductos liquidos
y de 1.000 toneladas de bioproductos sélidos
de origen bioldgico (Pérez Cabrera, 2014).

¢ En 2015, National Fertilizers Limited, Engineers
India Limited (eIL) y Fertilizer Corporation of
India Limited firmaron un acuerdo de joint
venture para formar la empresa Ramagundam
Fertilizers and Chemicals Limited para la
produccion de fertilizantes.

¢ En 2016, Rizobacter invirtié usp 33 millones
en la construccién de Synertech Industrias,
una planta con capacidad para producir 50.000
toneladas del fertilizante microgranulado
Microstar, desde la cual puede abastecer,
desde Argentina, a todo el Cono Sur
(Rizobacter, 2019).

* Expansion o desarrollo del mercado: esta estrategia
implica la venta de productos actuales en un nuevo
mercado (Suttle, 2019).

¢ En 2018, Rizobacter abrié una oficina en Francia
para poder llegar mejor con sus tecnologias al
mercado europeo (Rizobacter, s.f.).

¢ En 2019, Novozymes (Dinamarca) anuncié planes
para continuar su asociacién de investigacién y
distribucion con Bayer (Alemania), asociacién con
la que Novozymes podria formar una asociacién
multiple con upPL (India) y Univar Solutions
(EE.UU.) para distribuir sus productos bioldgicos
(Markets and Markets, 2020) .

0 En 2019, Symborg (Espafa) realizé la apertura
de una nueva filial en Francia con el objetivo
de prestar el maximo apoyo a su distribuidor
en este pais y para consolidar su estrategia
de expansion internacional afianzando nuevos
mercados (Symborg, 2019).

Expansién del producto: esta estrategia contempla
expandir una linea de productos o agregar nuevas
caracteristicas (Suttle, 2019).

¢ En 2018, Rizobacter Argentina registré en ese
pais un inoculante para garbanzo, y se espera
que lo lleve a Europa e India, donde Rizobacter
tiene presencia (Rizobacter, 2018).

Crecimiento a través de la diversificacion: esta
estrategia incluye la venta de nuevos productos a
nuevos mercados (Suttle, 2019).

¢ En 2014, Lallemand (Canada) adquirié el portafolio
de la linea de productos bioldgicos de BrettYoung
y a partir de 2017 asumio todos los aspectos de
venta, comercializacion, distribucién y servicio
posventa en todo el mundo (BrettYoung, 2017).

Adquisicion de otras empresas: en esta estrategia,
una compania compra a otra para expandir sus
operaciones (Suttle, 2019).

¢ En 2013, Novozymes adquirié la compania TJ
Technologies Inc. (América del Norte), la cual era
pionera en soluciones bioldgicas para mejorar
el crecimiento de las plantas, aumentar la
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tolerancia al estrés y mejorar los rendimientos.
Esta adquisicién marcé otro paso importante en
la construccion del negocio de Novozymes para
brindar soluciones sostenibles en bioagricultura
(Novozymes, 2013).

¢ En 2014, Camson Bio Technologies compro la
compania Deccan & Srushti Agro Exports, con
sede en Maharashtra, India, lo que le permiti6
tener la cadena completa de productos agricolas
en ese pais (“Camson Biotech acquires Deccan &
Srushti Agro”, 2014).

0 En2016,Lallemand adquirié Lagey Cia (Uruguay),
una importante empresa de inoculantes de
semillas de América del Sur. Esta adquisicidn
ayudaria a Lallemand en el desarrollo de
productos de levadura, hongos y bacterias como
agentes bioestimulantes, biocontroladores y
biofertilizantes de la industria agricola (Markets
and Markets, 2020).

Ejemplo de experiencia en el
mercado de los biofertilizantes en
Latinoamérica: Rizobacter Argentina

Rizobacter es una compania lider en microbiologia agricola,
con mas de 30 afnos en el mercado, 9 subsidiarias, presencia
en 30 paises y ventas de 250 millones de dosis de inoculantes
en 2018. Uno de sus productos principales es el fertilizante
microgranulado Microstar, para el cual se tiene una
capacidad de produccién de 50.000 toneladas y que surgié de
una alianza entre Rizobacter y De Sangosse. Cuenta con una
presencia significativa en las categorias de productos como
adyuvantes, tratamientos de semillas y cebos para el control
de pestes (moluscos e isépodos), con una participacion en el
mercado local del 26, 23 y 50 %, respectivamente.

La compania cuenta con diferentes alianzas con empresas
de todo el mundo. Desde 1998 tiene una alianza con Syngenta
que ha permitido consolidar un portafolio enriquecido para
las dos companias en distintos paises. Ademas, en 2009
inicié una relacién con la empresa francesa De Sangosse,
con el objetivo de crear productos tangibles, patentes y

licencias o para el desarrollo de soluciones naturales
para la proteccién y la nutricidén de los cultivos agricolas.
Igualmente, en 2016 construyé en Argentina una planta de
fertilizantes microgranulados, Synertech Industrias, que,
por su capacidad de produccién de 50.000 toneladas y su
infraestructura, es una de las mas modernas de América
Latina. También en 2009 inicié una relacién con la empresa
estadounidense Momentive para comercializar en Argentina
algunos de sus productos, entre los cuales se encuentra la
marca Silwet L Ag, que distribuye exclusivamente también
en Paraguay, Uruguay, Bolivia y Brasil. En 2012 desarrollo, en
forma conjunta con la misma empresa, el adyuvante agricola
Rizospray Extremo de Ultima generacién, con desempefo
antievaporante, tensoactivo y penetrante. En 2016, Bioceres,
una empresa Argentina proveedora de soluciones para
la agricultura (semillas, germoplasma, tratamientos de
semillas, entre otras), termind de adquirir el 80% de las
acciones de Rizobacter (Rizobacter, s.f.).
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Perspectivas de la
industria de los
biofertilizantes

El mercado de los biofertilizantes esta estrechamente
ligado al mercado de los fertilizantes quimicos, por lo
gue se evidencia una oportunidad en el mercado de
bioldgicos. De acuerdo con la International Fertilizer
Industry Association, se espera que la demanda
mundial de fertilizantes crezca un 1,3% anual en
el periodo 2015-2023, llegando a 199 millones de
toneladas de nutrientes entre 2022 y 2023. En cuanto
a nutrientes, se espera que la demanda de fertilizantes
nitrogenados crezca un 1%; la de productos de fésforo,
un 1,4%, y la de productos de potasio, un 1,8%. Las
regiones donde se espera un mayor aumento en la
demanda de fertilizantes en los préximos anos son, por
orden de importancia, Africa, Europa y Asia (Asociacion
Nacional de Fabricantes de Fertilizantes [Anffe], 2018).
En cuanto al mercado de los biofertilizantes, se espera
gue este tenga un mayor crecimiento, de entreel 10y el
13 %, en el mismo periodo de tiempo (Fortune Business
Insights, 2020; Markets and Markets, 2020; Mordor
Intelligence, 2020d; Ravensberg, 2017).

Un hecho importante para potenciar el desarrollo
del mercado seria un aumento en la investigacion
sobre inoculantes con propiedades multifuncionales
y biofertilizantes, que contienen mas de un
microorganismo, los cuales tienen efectos en la mejora
del crecimiento y el rendimiento de las plantas en
cultivo, asi como en la mejora y el mantenimiento de la
fertilidad del suelo (Bio-FIT Project, 2019a).

Otro objetivo esencial para tener en cuenta para
garantizar la comercializacién de estos productos
es lograr la calidad y la estabilidad deseadas. Se
requiere hacer investigacién en la fisiologia de los
microorganismos y de las plantas, pero también
en otros desafios tecnoldgicos, como el proceso de
fermentacion, los tipos de formulaciones, la poblacién

de microorganismos y su sistema de liberaciéon. Respecto
a las formulaciones, estas deben permitir que el
producto resista al ambiente y pueda ser biodegradable,
econdmico y facilmente disponible, ademas de que deben
aumentar la estabilidad del producto y alargar su vida
util y su efectividad en campo (Stamenkovic et al., 2018).

Otro factor importante que dificulta la adopcién de
los biofertilizantes es que no hay consistencia en los
resultados en campo, y una causa importante de esto
es el habitat de crecimiento diverso y la estructura
comunitaria de las raices de las plantas; por lo tanto,
se requieren enfoques innovadores que seleccionen
las mejores tecnologias gendmicas y moleculares, que
permitan una mejor comprensién del sistema bioldgico.
Asimismo, se pueden generar mapas de riesgo en
términos de probabilidad de colonizacién, destino y
eficiencia de los aislamientos que se quiera introducir,
mapas que permitan adelantarse en aquellos factores de
estrés que afecten el funcionamiento del microorganismo
(Timmusk et al., 2017).

También se requiere un mayor conocimiento de este tipo
de productos por parte de los agricultores, por lo cual
es indispensable desarrollar programas de extensién
para educar a los agricultores y trabajadores sobre
el beneficio a largo plazo del uso de biofertilizantes.
En Taiwan, por ejemplo, el Consejo de Agricultura
desarrolla seminarios y talleres sobre la aplicacién de
biofertilizantes en los cuales se incluye el seguimiento
de los cultivos inoculados con hongos micorrizicos
arbusculares, rizobios o bacterias solubilizadoras de
fosfato, los cuales permiten ver resultados exitosos con
el uso de este tipo de bioinsumos; estas actividades han
permitido aumentar la tierra que utiliza biofertilizantes
en 12.000 hectareas anuales y reducir un 30-50% el uso
de fertilizantes quimicos (ChunLi et al., 2010).
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Conclusiones

El mercado de biofertilizantes ha tenido una tasa de
crecimiento constante de entre el 10 y el 13% en los
ultimos diez anos, y aunque actualmente es un mercado
pequeno, representa una alternativa importante frente al
uso de fertilizantes quimicos.

Un factor muy importante que impulsa el crecimiento del
mercado de biofertilizantes es el aumento de la demanda
de productos organicos, que estd asociado al mayor
numero de consumidores conscientes. Adicionalmente, la
necesidad de mejorarlas practicas agricolas paraoptimizar
la fertilidad del suelo induce ain mas la demanda de este
tipo de bioinsumos, pues permiten mantener el equilibrio
ecologico. Los cultivos de frutas y verduras organicas
tienen una tendencia de crecimiento mas rapida, debido a
las nuevas preferencias de los consumidores por el cambio
en su estilo de viday al aumento del ingreso per capita, por
lo cual se espera que el uso de los biofertilizantes en estos
cultivos tenga un mayor crecimiento.

La disponibilidad de los nutrientes en el suelo seguird
siendo un reto en el desarrollo de los biofertilizantes para
mejorar la actividad bioldgica de los microorganismos,
principalmente en actividades como la fijacion de nitrégeno,
la solubilizacion de fésforo y la movilizacién de potasio.

El tipo de microorganismo usado como biofertilizante
esta asociado a su funcién: géneros como Rhizobium sp.,
Azotobacter sp., Azospirillum sp. y las cianobacterias fijan
nitrégeno; géneros como Bacillus sp., Pseudomonas sp.,
Penicillium sp. y Aspergillus sp. solubilizan fésforo, y las
micorrizas se usan principalmente para movilizar potasio.

Respecto a las formulaciones, prevalecen las liquidas,
con una vida util mayor, con mejor tolerancia a
condiciones adversas y con protocolos de control de
calidad mas faciles y rapidos en comparacién con otros
tipos de formulaciones.
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Introduccién

El algoddn es el producto agricola no alimentario mas
importante del mundo. Es producido en un gran nimero
de paises —alrededor de 100—, pero los principales
productores en el periodo 2019-2020 fueron India (23,1 %
del mercado), China (22,1%), Estados Unidos (17,5 %),
Brasil (9,5 %)y Paquistan (6,4 %).Se cultiva principalmente
por su fibra, que se utiliza universalmente como materia
prima de productos textiles, la cual genera divisas del
orden de usb 20-30 billones por su comercializacion
(Gallegos-Cedillo, 2019). Adicionalmente, sus semillas
contienen un 24 % de proteina y un 15% de aceite, que se
emplea para fabricar margarinas, aceites comestibles,
jabones, pinturas, entre otros productos, y su cascara
se emplea como fertilizante. Por otro lado, la pelusa que
resta en las semillas después del desmote, las motas
(semillas no desarrolladas) y los residuos fibrosos
se emplean en la produccién de fieltros, colchones

y tapicerias, o como materia prima en las industrias
papeleras o para materiales explosivos (Westcott, 2010).

En América Latina y el Caribe, un 80% de la produccién
de algoddn la realizan agricultores familiares. Este
cultivo se ha transformado en el sustento de millones
de agricultores y sus familias, al generarles empleo e
ingresos, ademas de que contribuye en gran medida a
la seguridad alimentaria, especialmente en paises en
desarrollo. Respecto a Colombia, el cultivo del algoddn
siempre se ha destacado en los departamentos de
Cérdoba, Cesar y Tolima, y ha ocupado el segundo lugar
en exportacion después del café. En la dltima década, se
han presentado disminuciones en las dreas cosechadas
y en los rendimientos, con una produccion total de fibra
de algoddén mayor a 23.000 toneladas a nivel nacional
(Campuzano-Duque & Buenaventura-Baron, 2020).
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Desarrollo dela
investigacion

En el Centro de Investigacion (c1) Motilonia, que pertenecia al Instituto
Colombiano Agropecuario (IcA), se centrd la investigacion en el algodén,
cuando Agustin Codazzi (Cesar) era la ciudad blanca de Colombia.
Alrededor de este cultivo estaban especialistas a nivel de doctorado y
maestria, en todas las areas del conocimiento. Fue hacia 2002 cuando
la Confederacion Colombiana del Algoddn (Conalgoddn) manifestd
gue uno de los problemas sentidos por los productores algodoneros
era el costo del rubro de fertilizacién, el cual hacia insostenible el
cultivo, por lo que los investigadores iniciaron estudios junto con el
doctor René Novo, investigador cubano experto en microbiologia de
suelos, especificamente en bacterias fijadoras de nitrégeno, a partir
de aislamientos de bacterias promotoras del crecimiento vegetal que
pudieran complementar parcialmente la fuente de nitrégeno de las
plantas sin afectar su rendimiento.

Microorganismosy
condiciones de medio
de cultivo

Un total de 25 bacterias fijadoras de nitrégeno fueron aisladas de la
rizésfera de suelos algodoneros del departamento del Cesar, Colombia.
Con base en los resultados obtenidos de experimentos realizados en
invernadero en varias de estas especies vegetales, se seleccionaron
las cepas Rhizobium sp. AC1 y Agrobacterium pusense AC10 para ser
estudiadas como candidatas a ser el principio activo de un posible
biofertilizante. Se iniciaron estudios en el medio de cultivo Ashby,
pero su costo y su produccion convencional no eran factibles para un
futuro escalamiento, por lo que se hizo necesario buscar alternativas
para estandarizar un medio de cultivo y un proceso de fermentacion
especificos. Luego de varios estudios, se seleccionaron las condiciones
gue optimizaban el crecimiento de las cepas a nivel nutricional, con
el medio de cultivo (Moreno et al., 2011), asi como las condiciones
fisicoquimicas para la produccién en un biorreactor (Camelo-Rusinque
et al., 2017). Adicionalmente, se realizaron varias investigaciones para
optimizar la conservacidn de la viabilidad celular: -80 °C en 50 % (v/v) de
glicerol (Rojas-Tapias et al., 2013).
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Caracterizacion in vitro

de actividades metabdlicas
relacionadas con la promocién
del crecimiento vegetal de las

cepas en estudio

Se llevd a cabo una caracterizacién bajo condiciones in
vitro de los mecanismos metabdlicos relacionados con
la promocion del crecimiento vegetal de las cepas AC1
y AC10. Las actividades evaluadas fueron: fijacion de
nitrogeno (Eckertetal.,2001), solubilizacion de nutrientes
como fdsforo (De Bolle et al., 2013), produccién de la
enzima ACC-desaminasa (Honma & Shimomura, 1978),
sintesis de compuestos indédlicos (alA) (Bradford, 1976;
Glickmann & Dessaux, 1995), produccién de siderdforos
(Schwyn & Neilands, 1987) y sintesis de enzimas como
proteasas, quitinasas, pectinasas, celulasas, amilasas y
ureasas (Cappuccino & Sherman, 2005). Cada ensayo se
realizo por triplicado y fue repetido dos veces.

Los resultados revelaron que cada cepa exhibe mas de
un mecanismo de promocién del crecimiento vegetal. Se

observé que AC1 y AC10 son capaces de fijar nitrégeno
mediante el ensayo de reduccién de acetileno (ARA), el
cual registré valores entre 1.033 y 1.408 nmol de etileno
mL" h' (tabla 10.1). Con respecto a la solubilizacién de
nutrientes, se evidencié que los microorganismos tienen
la habilidad de solubilizar fésforo a partir de fosfato
tricalcico a pH de 7,5 y fosfato de hierro a pH de 5,0. Este
resultado mostré que las cepas AC1 y AC10 son mas
eficientes en la solubilizacién de fosfato tricalcico (Ca-
P) que de fosfato de hierro (Fe-P). La solubilizacién de
fosfato esta asociada al aumento en la disponibilidad de
fésforo en el suelo, posiblemente dado por la secrecion
bacteriana de acidos orgdnicos o agentes quelantes
en el medio de crecimiento (Panhwar et al., 2014). Sin
embargo, se observaron resultados negativos en la
solubilizacién de potasio de moscovita y biotita.

Mecanismos de promocién del crecimiento vegetal de AC1 y AC10

Fuente: Elaboracion propia

Actividad nitrogenasa:
*  Ensayo de reduccién de acetileno (ara) (nmol

de etileno mL* h'): 68,01
Solubilizacién: P (mg de PO > mL)
e Fosfato tricilcico (Ca-P): 1.408 + 95,57
»  Fosfato de hierro (Fe-P): 76,33 £+ 12,14

Fitoestimulacion:
*  Compuestos indélicos
(mg de indol mg proteina™): 0,16 + 0,01
Produccién:
«  Sideréforos (+/-): -

Actividad nitrogenasa:
*  Ensayo de reduccién de acetileno (aARra)

(nmol de etileno mL* h'): 45,32
Solubilizacién: P (mg de PO > mL1)
*  Fosfato tricalcico (Ca-P): 1.033,83 + 47,75
»  TFosfato de hierro (Fe-P): 75,50 + 15,71
Fitoestimulacién:
*  Compuestos inddlicos

(mg de indol mg proteina?): 0,18 + 0,01
Produccién:
*  Sideréforos (+/-): -

Nota: Los datos se presentan como error estindar de la media. Las medias y los errores estindar son el resultado de al
menos tres repeticiones por andlisis bioquimico, y los resultados son representativos de dos experimentos independientes.

(+/-) indica presencia/ausencia de la actividad.
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Los resultados también demostraron que ninguna de
las cepas fue capazde producir complejos sideréforos
de hierro en agar CcAs. Los microorganismos
fueron capaces de producir compuestos indédlicos
(a1A) en presencia de L-triptéfano. EL AlIA es la
auxina fisiolégicamente mas activa en plantas
involucradas en el agrandamiento y divisién celular,
la diferenciacion de tejidos y las respuestas a la luz
y la gravedad (Sukumar et al., 2013). Por ultimo, se
observé producciéon de enzimas hidroliticas, como
proteasas, ureasas y pectinasas (tabla 10.2). Estas
caracteristicas bacterianas confieren capacidad
de inhibir fitopatégenos o competir contra el suelo
y poblaciones microbianas, ya que sus paredes
celulares se degradaran por enzimas extracelulares,
ytambién contribuyenenelprocesode mineralizacién
de nutrientes (Pereira & Castro, 2014).

Sintesis de enzimas hidroliticas

Fuente: Elaboracion propia

Proteasas (+/-): +
Celulasas (+/-): -

Pectinasas (+/-): -

Proteasas (+/-): +
Celulasas (+/-): -
Pectinasas (+/-): +

Alfa-amilasas (+/-): -
Quitinasas (+/-): -
Ureasas (+/-): +

Alfa-amilasas (+/-): +
Quitinasas (+/-): -
Ureasas (+/-): +

Nota: (+/-) indica presencia/ausencia de la actividad.
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Al saber las principales capacidades metabdlicas de
AC1 y AC10 que estan relacionadas con la promocién del
crecimiento vegetal, se llevaron a cabo experimentos en
Agustin Codazzi (Cesar), Aguachica (Cesar) y El Espinal
(Tolima), durante varios afios, para consolidar las
condiciones de aplicacién y el efecto de estas dos cepas
(producto Monibac) sobre el desarrollo del algodonero.

Antes de establecer los experimentos, se realizaron las
pruebas de compatibilidad con los agroquimicos que
usualmente se utilizan en este cultivo (tabla 10.3).

A continuacién se describe, a manera de informacién,
uno de los ultimos experimentos realizados a nivel de
invernadero y de campo.

Compatibilidad de Monibac con los agroquimicos utilizados

en el cultivo del algodonero
Fuente: Elaboracién propia

Producto: Vitavax

Ingredientes activos: Carboxina y tiram
Dosis de aplicacién: 200 g 100 kg

de semilla L de agua™

Compatibilidad con Monibac™: +

Producto: Gaucho

Ingrediente activo: Imidacloprid
Dosis de aplicacién: 0,2 L 100 kg
de semilla’ L de agua™
Compatibilidad con Monibac™: +

Producto: Dual

Ingrediente activo: Metolacloro

Dosis de aplicacién: 1,5 L ha™ 200 L de agua
Compatibilidad con Monibac™: +

Producto: Cottonex

Ingrediente activo: Fluometuron

Dosis de aplicacién: 2 L ha™ 200 L de agua!
Compatibilidad con Monibac®: +

Producto: Carbovax

Ingredientes activos: Carboxina y tiram
Dosis de aplicacién: 100 mL 100 kg

de semilla L de agua™!

Compatibilidad con Monibac™: +

Producto: Cipermetrina
Ingrediente activo: Cipermetrina
Dosis de aplicacién: 0,5 L 100 kg
de semilla™ L de agua™
Compatibilidad con Monibac*: -

Producto: Roundup

Ingrediente activo: Glifosato

Dosis de aplicacién: 4 L ha 400 L de agua™
Compatibilidad con Monibac™: +

* Compatibilidad obtenida hasta las 24 horas de secado, a 30 °C, con una viabilidad celular mayor a 1x10® urc mL"'. Para
los demis plaguicidas, no disminuy6 la viabilidad celular en el periodo evaluado (48 horas), a excepcién de la cipermetrina.

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Se establecic un experimento
en invernadero en el CI
Motilonia de AGROSAVIA
(Agustin Codazzi)

para determinar si la
inoculacion con AC1 y
AC10 podria permitir
reducir la fertilizacion
mineral en algodon.

Influencia bacteriana
sobre el desarrollo

del algodon

El experimento fue llevado a cabo en un diseno completamente al azar con seis
tratamientos. Cada experimento se realizo tres veces, con seis réplicas. Las dosis
de los fertilizantes fueron del 100, 75y 50% (p/v) de urea (producto Ecofértil,
Colombia) con respecto a la aplicacion recomendada, cada una acompanada
con un porcentaje de fosfato diaménico (DAP) (producto Nutrimon, Colombia) y
con el 100% de KCl (producto Diabonos, Colombia), como fuentes de N, P y K,
respectivamente. EL 100% del fertilizante correspondié a 75 kg ha' (~2,34 g
por maceta) para urea, 50 kg ha™' (~1,56 g por maceta) para pap y 50 kg ha’
(~1,56 g por maceta) para KCL. Los tratamientos bioldgicos fueron AC1, AC10 y
AC1+AC10 (1:1), y sin inoculacién bacteriana (caldo MBR estéril). En todos los
casos, los tratamientos bioldgicos se aplicaron junto con un 50% de urea, DAP y
KCL. El suelo utilizado fue recolectado de cultivos de algoddn del ci Motilonia. Las
propiedades quimicas y fisicas del suelo fueron las siguientes: pH: 7,15; materia
organica: 3,02 %; coeficiente de intercambio catidnico efectivo: 15,23 cmol kg™,
P: 215,93 ppm; S: 15,08 ppm; Ca: 13,37 cmol kg'; Mg: 1,8 cmol kg™'; K: 0,63 cmol
kg; Na: 0,05 cmol kg™'; Fe: 38,5 ppm; Mn: 2,2 ppm; Cu: 1,7 ppm. Las semillas del
algodon fueron inoculadas (~4 x 108 urc mL' semilla’) mediante remojo con 10
mL de indculo o MBR estéril, dependiendo del tratamiento, durante 30 minutos, y
sembradas en materas con capacidad de 600 g de suelo. 5 mL de cada in6culo
bacteriano se volvieron a aplicar en la rizésfera, por tratamiento, después de 20y
40 dias de establecimiento, acorde con el periodo de tiempo en que se realizaron
las aplicaciones de urea. Las condiciones del invernadero fueron 25-35 °C, un
régimen 16/8 dia-noche y aplicacion diaria de agua. Después de 90 dias, en la
etapa de floracidén, se midid la longitud de la raiz y de la parte aérea de las plantas.
Las muestras se secaron a 50 °C durante 72 dias, y posteriormente se midieron
la biomasa seca de las cdpsulas, la parte aéreay la raiz. Ademas, el contenido de
nitrégeno se estimé sobre el tejido vegetal en el Laboratorio Integral de Servicios
para el Sector Agroalimentario (Lissalab), de AGRoOSAVIA. El andlisis estadistico se
realizé con Anova (0=0,05) y la prueba de Tukey. Las asociaciones entre variables
fueron examinadas con un andlisis de correlaciéon simple. Estos analisis y los
graficos se realizaron con el software GraphPad Prism 7.

Los resultados mostraron que la inoculacién con bacterias causé un aumento
significativo (p < 0,05) en el crecimiento de las plantas en comparacion con
los controles (figura 10.1). Por ejemplo, cuando la concentracién del fertilizante
guimico fue del 50% de la dosis recomendada, se observé que la inoculacién
con AC1,AC10y AC1+AC10 aumentd significativamente (p < 0,05) la longitud de
la parte aéreade las plantasen 9,7y 38 %, y la longitud de laraizen 6,16y 32 %,
respectivamente. En cuanto a biomasa seca, la raiz, la parte aérea y la cdpsula
mejoraron significativamente (p < 0,05), al ~13, 20 y 25%, respectivamente.
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Respecto al contenido de N, la aplicacion microbiana
condujo a un ligero aumento en su contenido, y las mejoras
significativas en el contenido de este elemento por las
bacterias solo se exhibieron con la inoculacién mixta, lo
que indica que la inoculacién bacteriana tiene una mayor
influencia en la biomasa vegetal con respecto al contenido
de N. Los hallazgos actuales sugieren que la interaccion
entre plantas y bacterias podria mejorar la eficiencia en el
uso de los nutrientes del fertilizante o que la inoculacién

bacteriana podria beneficiar directamente el crecimiento
de las plantas. Es importante tener en cuenta que el efecto
de AC1 fue mayor en la parte aérea que en las raices,
mientras que con AC10 la respuesta fue mejor en estas.
Ademas, se observd una correlacion positiva (R = 0,65)
entre la longitud de laraizy el contenido de N en el tejido de
toda la planta, Unicamente cuando estaba presente AC10.
Esto nos permite deducir que un aumento en la longitud de
la raiz podria contribuir a una mayor tasa de N en la planta.

Influencia de la inoculacién y la coinoculacién de AC1 y AC10 con diferentes dosis

de urea en el crecimiento del cultivo de algodén.
Fuente: Elaboracién propia

Longitud de la parte aérea
(cm planta“’)

100% de N

75% de N

50% de N

AC1+50% de N
AC10+50% de N
AC1+AC10+50% de N

Sin inoculacién

. Con inoculacién

Nota: Tratamientos: 1) 100% de pap; 2) 75% de pap; 3) 50%
de par; 4) 50% de pap + AC1; 5) 50% de par + AC10;

6) AC1+AC10+50% de pAP. Las medias y los errores
estandar son el resultado de al menos seis réplicas por
tratamiento, y los resultados son representativos de tres
experimentos independientes. Las diferentes letras indican
diferencias significativas basadas en la prueba de Tukey.

Biomasa seca de la parte aérea
(g planta-')

100% de N

75% de N

50% de N

AC1+50% de N
AC10+50% de N
AC1+AC10+50% de N

Biomasa seca radicular
(g planta“')

100% de N

75% de N

50% de N
AC1+50% de N
AC10+50% de N

AC1+AC10+50% de N
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En este experimento también se observé que la
inoculacién mixta con AC1y AC10 aumenté el crecimiento
de la planta con respecto a las inoculaciones simples
(figura 10.2). De hecho, se evidencié un aumento que
oscila entre el 8 y el 53% en todos los pardmetros
de crecimiento de las plantas, lo que sugiere que la
coinoculacién microbiana tiene un mayor potencial para
promover el crecimiento en estas (figura 10.1). Este
resultado podria explicarse por una contribucion positiva
y aditiva de cada microorganismo en comparacion con
las inoculaciones individuales. Cabe destacar que otros

65
60
S
&
|26 55
B
g 50
2
253 45
S
40
35

100% de N

75% de N

50% de N

AC1+50% de N
AC10+50% de N
AC1+AC10+50% de N

Biomasa seca de las capsulas
(g planta“)

100% de N

75% de N

50% de N
AC10+50% de N

AC1+AC10+50% de N

investigadores han observado resultados similares
cuando se utilizan coinoculaciones bacterianas para
promover el crecimiento de las plantas. Sin embargo,
Rojas-Tapias et al.(2014) informaron que la coinoculacién
no condujo a ningun efecto adicional en comparacién con
las inoculaciones individuales de bacterias promotoras
del crecimiento vegetal, al estudiar el crecimiento del
maiz, aunque esta observacion contrastante podria estar
asociada a la relacidén intrinseca entre las diferentes
especies de plantas y bacterias y las propiedades
quimicas y fisicas del suelo.

Contenido foliar de N
(% planta')

100% de N

75% de N

50% de N
AC1+50% de N
AC10+50% de N

AC1+AC10+50% de N
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Experimento en invernadero.
Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles

Por dltimo, se evidencid que lacoinoculacién masun 50 %
de urea causé un efecto significativo en el crecimiento
del algodén en comparacion con el 75 y el 50% de la
fertilizacion mineral, respectivamente. Ademas, se
observé que el 100% de la fertilizacion y el 50% de la
fertilizacion + la coinoculacién bacteriana produjeron
resultados similares, sin estadisticas diferentes, en
presencia de la coinoculacién mas la mitad de las dosis
de urea; la promocidn de la longitud, la biomasa seca de
la parte aérea y la biomasa seca de la cdpsula fue del
10,el9yel5% con respecto a la fertilizaciéon completa,
respectivamente. Por el contrario, la longitud de la raiz
y el contenido de N fueron mayores con tasas de urea
completas, en un 0,6 y un 4%, respectivamente. Esta
observacién sugiere que la coinoculacion con AC1 y
AC10 reemplaza parcialmente las dosis normales de
fertilizacion nitrogenada, lo que significa que es posible
una reduccion de 1,17 g matera de urea o de 37,5 kg
ha de urea’, debido a la fertilizacion bioldgica. Pereg
y McMillan (2015) informaron hallazgos similares y
describieron que los géneros bacterianos mas utilizados
para aumentar la eficiencia de los fertilizantes quimicos
son Azospirillum sp., Methylobacterium sp., Bacillus
sp., Pseudomonas sp. y la combinaciéon de Azotobacter

chroococcum con hongos micorrizicos arbusculares,
con resultados comparables en el crecimiento, el
rendimiento y la calidad de la fibra con respecto al
programa completo de fertilizacion.

Comoconclusién,lacoinoculaciéndelascepasAC1yAC10
permite reducir las dosis de fertilizacion nitrogenada
hasta en un 50 % en el cultivo de algoddn en condiciones
de invernadero. Los analisis bioquimicos mostraron que
ambas cepas poseen multiples actividades metabdlicas
de promociéndelcrecimientovegetal queindirectamente
podrian explicar los resultados observados. Aunque
nuestro trabajo no establece si los mecanismos
bacterianos fueron responsables del efecto positivo de
la coinoculacién, si proporciona un punto de partida para
futuras investigaciones, en las cuales las herramientas
moleculares en diferentes vias metabélicas permitiran
discernir los mecanismos asociados a los resultados
reportados aqui. Consideramos que una reduccién en
la cantidad de agroquimicos utilizados en el cultivo de
algodon es primordial para reducir su impacto negativo
en los aspectos ambiental, social y econdmico, por lo que
es una verdadera contribucién para mitigar el cambio
climatico

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Caso de estudio de AGrROSAvIA bajo
condiciones de campo: inoculante
microbiano para reducir la
fertilizacién mineral nitrogenada en

la produccion de algodon

Los resultados evidenciados con la coinoculaciéon de las
cepas AC1 y AC10 sobre el crecimiento del algodén en
invernadero mostraron un potencial biofertilizante de
reducir hasta en un 50 % la fertilizacion nitrogenada, lo que
permitié continuar con estudios en campo para corroborar
dichos efectos positivos hasta la produccidn del cultivo.

Microorganismosy
condiciones de cultivo

Las cepas AC1y AC10 fueron suministradas por el Banco
de Germoplasma de AGROSAVIA. Los microorganismos
fueron reactivados en medio sélido LG (composicidn en
g L": 20 de sacarosa, 0,05 de fosfato dibasico de potasio,
0,15 de fosfato monobasico de potasio, 0,02 de cloruro
de calcio, 0,2 de sulfato de magnesio heptahidratado,
0,002 de molibdato de sodio, 0,01 de cloruro férrico, 1 de
carbonato de calcio, 5 mL de azul de bromotimoly a un pH
de 7) y llevados a incubaciéon a 30+2 °C durante 48 horas.
Posteriormente, se generé un preinéculo en medio MBR
(Moreno et al., 2011) como cultivo overnight a 30+2 °C
y a 200 rpm por 24 horas. Los microorganismos fueron
multiplicados mediante fermentaciones discontinuas
por separado en medio MBR en un biorreactor de 5L,
estableciendo condiciones de 500 rpm, 1 vwmy 30+2 °C

durante 24 horas. Finalmente, el consorcio bacteriano
se preparé mezclando volimenes de ambas cepas
ajustadas a una concentracién aproximada de 108 uFc
mL" en relacién 1:1.

Ubicacion y diseiio
experimental

El experimento se llevé a cabo en el departamento de
Valle del Cauca (Colombia), en el ci Palmira de AGROSAVIA,
en el municipiode Palmira,aunaalturade 1.200ms.n.m,,
a una temperatura media anual de 23 °C, una humedad
relativa del 75% y una precipitacién de 2.000-2.100 mm
totales anuales. Su objetivo fue evaluar la eficacia de una
formulacién liquida optimizada del inoculante a base de
las cepas AC1 y AC10.

Los tratamientos se implementaron, y la informacién
se tomd hasta la finalizacién del cultivo (140 dias). Se
empled un arreglo factorial ampliado de 2x 2, donde el
primer factor fue la dosis de la fertilizacién en forma
de urea (75 y 50 %), y el segundo factor fue la aplicacion
biolégica en dos presentaciones: control comercial
Monibac en turba y AC1+AC10 en consorcio liquido.
Un tratamiento con fertilizacion completa (100%) fue
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el control positivo empleado, lo que dio en total cinco
tratamientos evaluados. En todos los tratamientos fue
aplicada la fertilizacién mineral base de los demas
elementos recomendados por el andlisis de suelos.

Las semillas de Gossypium hirsutum var. Sinuana M-137
fueron peletizadas con Monibac en turba, empleando
CaC0,como adherente, de acuerdo con lo estipulado en la
ficha técnica. El tratamiento de los inoculantes liquidos se
basd en laaplicacion alasemillade 500 mL porcada 10 kg
de semilla. Las reinoculaciones se realizaron alos 20y 40
dias de emergencia, junto con la fertilizacién nitrogenada
en forma de urea, aplicando 1 L ha'. El experimento fue
establecido en parcelas de 54 m?, divididas en seis surcos
de 10 m de largo, con una separacion de 0,9 m entre
ellos y una distancia de 12,5 cm entre plantas, lo que dio
como resultado una densidad de siembra de 8 plantas/
m?2. Las parcelas fueron distribuidas en forma de bloques
completamente al azar con tres repeticiones por bloque,
donde los cuatro surcos centrales de cada repeticion
fueron cosechados para efectuar los analisis respectivos
con base en una muestra de 50 motas tomadas al azar

por parcela. A partir de esta muestra, se realizé el calculo
correspondiente de los indices de cosecha: altura de la
planta (cm), biomasa seca de la mota (g), biomasa seca
de la fibra (g), biomasa seca de la semilla (g), nimero
de capsulas por metro lineal y rendimiento (kg ha™). El
analisis certificado de la calidad de la fibra fue realizado
por el Laboratorio de Fibras Diagonal, determinando las
variables de micronaire, madurez, longitud, uniformidad,
indice de fibras cortas (sFI, por sus siglas en inglés),
humedad y resistencia. El andlisis de los datos se realizé
con Anova, donde se establecié un grado de significancia
de 0,05 mediante el paquete estadistico spss Statistics
de IBM (versién 22.0.0).

Los resultados mostraron diferencias significativas entre
tratamientos en la altura vegetal, donde el consorcio
bacteriano (AC1+AC10) mas el 75% de N produjo la
mayor influencia promotora del crecimiento sobre el
algodonero (figura 10.3), con un incremento del 4 % frente
a la fertilizaciéon completa (100 % de N). Adicionalmente, el
consorcio bacteriano promovié mas la longitud vegetal en
comparacion con el control comercial (Monibac en turba).

Altura de la parte aérea de las plantas de algodon.

Fuente: Elaboracién propia
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En cuanto a biomasa seca de mota, semilla y fibra (figura 10.4), no se
encontraron diferencias significativas, pero se evidencié una tendencia de
incremento asociada a la aplicaciéon del consorcio bacteriano (AC1+AC10)

tanto con el 50% como con el 75% de N.

Biomasa seca de la mota, la semilla y la fibra del

cultivo de algodén (correspondiente a 50 motas).
Fuente: Elaboracién propia

Biomasa seca de la mota
(g planta“')

100% de N

Comercial + 75% de N
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AC1 +AC10 + 75% de N
AC1 + AC10 + 50% de N
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Fuente: Elaboracién propia

Rendimietno fibra-algodén
(kg ha")

Respecto al rendimiento (figura 10.5), no se encontraron diferencias
significativas, pero se evidencié una tendencia similar de los
tratamientos a los resultados de biomasa seca de mota, semilla y
fibra. Especificamente, se observé un incremento mayor al 10% del
rendimiento cuando se aplicé el consorcio bacteriano (AC1+AC10) mas
el 75% de N, y una disminucién de aproximadamente el 5% cuando
se usoé el consorcio bacteriano (AC1+AC10) mas el 50% de N, con
respecto a la fertilizacién mineral completa. Esto nos permite deducir
que el efecto estimulador del crecimiento del consorcio con AC1 y
AC10 podria reemplazar hasta un 50% la aplicacion de urea. Estos
resultados corroboran lo obtenido bajo condiciones de invernadero,
donde se evidencid que el consorcio de AC1 y AC10 permite reducir las
dosis de fertilizacién nitrogenada hasta un 50% para el crecimiento
(longitud, biomasa y contenido foliar de N) del algoddn en su etapa
de floracién en condiciones de invernadero. Esta obtencién de un
rendimiento similar del cultivo de algodén bajo condiciones reducidas
de fertilizaciéon suplementadas con la aplicacién de un consorcio de
bacterias promotoras del crecimiento se ha podido observar también
en otros cultivos, como el ajonjoli (Sesamum indicum), donde la
aplicacién de A. chroococcum TRA2 reduijo la fertilizacién, en general,
en un 50 % (Maheshwari et al., 2012).

Rendimiento del cultivo de algodén (kg ha).

=z

[]
°
X
=]
=]
-

Comercial + 75% de N

Comercial + 50% de N

AC1 + AC10 + 75% de N
AC1 + AC10 +50% de N
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Respecto al algoddn, se han reportado reducciones de
25 kg ha' en la fertilizacion nitrogenada mediante la
inoculacién de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal de géneros como Pseudomonas, Azotobacter,
Azospirillum, Agrobacterium y Bacillus (Amjad et al.,
2015; Wu et al., 2012).

En cuanto a la calidad de fibra, se observé que no se
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados (tabla 10.4 y figura 10.6), lo que demuestra que
la biofertilizaciéon, que reduce las dosis de fertilizacién
nitrogenada, no afecta la calidad de la fibra obtenida en
comparacion con la fertilizaciéon convencional nitrogenada
(100% de urea) del cultivo.

Resultados de calidad de fibra en el

cultivo de algodén
Fuente: Elaboracién propia

Micronaire: 3,77 0,32

Madurez (porcentaje): 87 0,1
Longitud (mm): 1,21+0,02
Uniformidad (porcentaje): 84,95+ 0,64
Indice de fibras cortas (1Fc): 6,33 0,32
Resistencia (g tex): 32,43 +0,52

Micronaire: 3,81+0,28

Madurez (porcentaje): 87+ 0,1
Longitud (mm): 1,23+0,03
Uniformidad (porcentaje): 84,63 £1,53
Indice de fibras cortas (1FC): 6,38 0,59
Resistencia (g tex): 31,90+ 1,21

Micronaire: 3,95 0,17

Madurez (porcentaje): 87+ 0,1
Longitud (mm): 1,24 +0,02
Uniformidad (porcentaje): 85,13 £0,92
Indice de fibras cortas (IFC): 6,23 0,28
Resistencia (g tex': 31,93+0,71

Micronaire: 4,04 +0,15

Madurez (porcentaje): 87+0,1
Longitud (mm): 1,22+0,01
Uniformidad (porcentaje): 84,93 £1,58
Indice de fibras cortas (IFC): 6,33 +0,35
Resistencia (g tex): 31,15+1,24

Micronaire: 3,86 +0,23

Madurez (porcentaje): 86 +0,1
Longitud (mm): 1,21+0,02
Uniformidad (porcentaje): 85,00+ 1,41
Indice de fibras cortas (IFC): 6,28 + 0,10
Resistencia (g tex"): 31,10+1,02
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Experimento establecido en campo.

Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles

Una comparaciéon de los valores considerados por
la Corporacion Distribuidora de Algodén Nacional
(Diagonal) en la clasificacion Hvi de la fibra de algodén
con los resultados de la investigacién mostré que la
fibra obtenida presentd las siguientes caracteristicas
promedio: micronaire de 3,89+0,23, madurez del
87%+0,1% (madura), longitud de la fibra media de
1,22+0,02 mm, uniformidad del 84,93%+1,14%, IFC de

6,31+0,33 (bajo), resistencia de 31,70+ 1,02 g tex™' (alta)
y humedad del 7,04 % (intermedia).

Asi, se puede concluir que el uso de las cepas AC1
y AC10 en presentacion liquida permite reducir
hasta un 50% la dosis de urea en todo el proceso
de produccién del cultivo de algoddn, sin afectar la
calidad de mota.

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Caso de estudio de AGROSAVIA
bajo condiciones de invernadero:
evaluacion del potencial
biofertilizante de bacterias

solubilizadoras de fosfato sobre el
algodon (Gossypium hirsutum)

Después de haber obtenido
resultados prometedores

en la reduccion de la
fertilizacion nitrogenada
para el cultivo del algodon
mediante el uso de
biofertilizantes, se decidio
realizar investigaciones en
relacion con la fertilizacion
fosfatada, para aumentar
el impacto positivo

en el sector (Romero-

Perdomo et al., 2021).

Cepas bacterianas y preparaciéon
de indculos

Las cepas SP20, N8, N9, G56, G58 y B02 fueron proporcionadas por el Banco
de Germoplasma de AGROSAVIA. Estos microorganismos fueron seleccionados
para este estudio porque en investigaciones previas demostraron tener la
capacidad de promover el alargamiento de la raiz de las plantulas de algodén
bajo condiciones nutricionales limitadas en P (datos no mostrados). Para
la preparacion del indculo, las cepas fueron crecidas en agar YMA (Vincent,
1970) en condiciones estandar: a 30 °C durante 24 horas de incubacion. El
indculo bacteriano se produjo aerébicamente, haciendo crecer cada cepa en
condiciones estandar en un agitador rotativo (150 rpm) en medio liquido YM.

Material vegetal

Se utilizaron semillas de algoddn (Gossypium hirsutum L.) de la variedad
M-123. Estas semillas se esterilizaron en superficie (10 minutos de inmersion
con hipoclorito de sodio al 5%, y un minuto de inmersidn en etanol al 70 %), se
enjuagaron cinco veces en agua destilada esterilizada y se secaron al aire en
una campana de flujo laminar.

Influencia de las cepas
en el algodon en un suelo
deficiente en fésforo

Para seleccionar dos de los seis microorganismos mencionados
anteriormente, se realizaron ensayos en invernadero basados en su
potencial de promocién del crecimiento de las plantas en el ci Nataima de
AGROSAVIA, en EL Espinal (Tolima). Para ello se utiliz6 un disefio experimental
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completamente al azar con 8 tratamientos, 3 réplicas y 2 repeticiones. Los
tratamientos fueron: (T1) fertilizacién completa sin inoculacién bacteriana
(urea, bAP y KCLl); (T2) fertilizacidon con urea, KCl y, en reemplazo del pDaP,
roca de fosfato del Huila (producto Olafos-S: 9% de P,0,), sin inoculacién
bacteriana, y (T3-T8) fertilizacion con urea, roca fosférica (RF) y KCl, con
inoculacién de cada cepa.

Después, materas de 1 kg de capacidad fueron llenadas con suelo no
estéril con las siguientes caracteristicas: pH: 6,12; materia organica:
1,69 %; P: 12,28 mg kg'; coeficiente de intercambio catidnico efectivo:
6,9 cmol kg'; Ca: 4,79 cmol kg™'; Mg: 1,74 cmol kg'; K: 0,23 cmol kg™';
Na: <0,14 cmol kg™'. El suelo se secé al aire a 37 °C durante tres dias y
luego se tamizo6 con una malla de 2 mm (Romero-Perdomo et al., 2019). La
inoculacidn y la fertilizacién se realizaron segln los tratamientos después
de 4 dias de la siembra. Se usaron fertilizantes minerales solubles, en
dosis convencionales en campo, como urea (75 kg ha”', producto Ecofértil,
Colombia), bap (50 kg ha™') y KCL (50 kg ha™'). Se aplicé cada fertilizante (5
mL maceta™’) en las siguientes concentraciones por litro de agua destilada
estéril: 6,3 gdeurea, 16 gde bArPy 5 g de KCl, y la cantidad de roca fosférica
aplicada fue de 0,152 g maceta™. Parainocular, se aplicaron manualmente
5 mL de cada indculo o caldo YEM estéril a la rizésfera. Después de 30
dias a 18-38 °C, a una humedad del ~55% y con un régimen 16/8 dia-
noche, se realizé la mediciéon del contenido relativo de clorofila (crc) con
el medidor de clorofila SPAD-502 (Konica Minolta, Japdn) en el estadio
principal 15 (quinta hoja desplegada) (Munger et al., 1998). Asimismo,
se analizaron las mediciones de intercambio de gases: fotosintesis neta
(Pn) y tasa de transpiracion (E), entre las 9 a.m. y las 11 a.m., con el
analizador de gases infrarrojo LI-6400 XT (Licor, EE. UU.). Los pardmetros
de evaluacion se establecieron en 400 pmol s para la velocidad de flujo,
con una concentracién de 400 pmol de CO, y una densidad de flujo foténico
de 1.200 ymol de fotones de luz por m? s, Los datos se tomaron una vez
se alcanzé el estado estable de la Pn (Chastain et al,, 2016). Luego de 30
dias, se midio la longitud de la raiz y la parte aérea. El material vegetal se
seco al horno por separado, a 60 °C, durante 48 horas, para medir su peso
seco. Ademas, se estimé el contenido de fésforo en la parte aérea en el
Lissalab de AGROSAVIA con el método Bray Il

Para los analisis estadisticos, se usd el software spss Statistics de I1BM
(version 22.0.0), y los datos fueron sometidos a un analisis de varianza
(Anova). Las significaciones estadisticas de las comparaciones por pares
se obtuvieron con la prueba de rango multiple de Duncan (p<0,05), y
las asociaciones entre variables se examinaron mediante un andlisis de
correlacién simple.

Los resultados mostraron que la inoculacion de B02 y SP20 mejord
significativamente (p < 0,05) el crecimiento del algoddn (figura 10.7).
Igualmente, se observaron incrementos del 36,21 y el 19% en biomasa
seca de la parte aérea con pAP, B02+RF y SP20 +RF respecto al control (no
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inoculado con aplicacién de roca fosférica). En cuanto
a la longitud de la parte aérea, aumentos del 13 y el
7% fueron medidos cuando se aplicé bAp y B02 +RF en
comparacion con el control. Por otro lado, las plantas del
tratamiento control exhibieron una biomasa radicular de
1,86 g planta™. En contraste, el baP, BO2 +RF y SP20 +RF
produjeron una biomasa radicular de 3,36, 3,25y 3,14
g planta”, lo que representa incrementos del 81, el 75
y el 69 %, respectivamente; ademas, interesantemente,

se encontré mayor influencia positiva bacteriana en la
longitud radicular. La aplicacién de B02 +RF y SP20 +RF
promovid la longitud radicular en un 34 y un 26 %, con
valores de 24,73 y 23,31 cm planta™, respectivamente,
mientras que la aplicacion del pAapP la promovié en
un 24% (23,02 cm planta™') en relacién con el control
(18,44 cm planta™'). Los otros tratamientos bioldgicos
no difirieron significativamente del control no inoculado
con roca fosférica.

“ Figura 10.7. Influencia de la inoculacién de las cepas SP20, N8, N9, G56, G58 y B02 con roca

fosférica en el crecimiento del algodén.
Fuente: Elaboracién propia

Biomasa seca de la parte aérea
(g planta“)

DAP
RF
N8+RF
N9+RF

SP20+RF
G56+RF
G58+RF
B02+RF

Contenido foliar de P
(porcentaje planta-')

0,5

DAP
RF
N8+RF
N9+RF

SP20+RF
G56+RF
G58+RF
B02+RF

Longitud de la parte aérea
(cm planta-')

DAP
RF
N8+RF
N9+RF

SP20+RF
G56+RF
G58+RF
B02+RF

Tasa fotosintética (umol m2s')

o 'R
< o
[=]

N8+RF
N9+RF

SP20+RF
G56+RF
G58+RF
B02+RF

Nota: Las medias y los errores estdndar son el resultado de tres réplicas por tratamiento, y los resultados son representativos de
dos experimentos independientes. Las diferentes letras indican diferencias significativas basadas en la prueba de Duncan.
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Respecto a las variables relacionadas con la nutricion
del P, se observé un efecto benéfico cuando se
aplicaron los inoculantes a base de las cepas B02,
SP20 y N8 (figura 10.8). Por ejemplo, respecto al
control, el contenido de P aumenté enun 12y un 7%
con DAP y B02+RF. Asimismo, la tasa fotosintética
incrementd en un 14 y un 12% en los tratamientos de
SP20+RF y DAP. En cuanto a la clorofila, se observé
en promedio un aumento del 8% con B02+RF, DAP

y SP20+RF. Por ultimo, N8+RF, DAP y SP20+RF
mejoraron la transpiracion en un 12,8 y un 6%.
Un andlisis correlacional de todo el experimento
mostré una relacién positiva entre los parametros de
crecimiento (0,76 < r < 0,93) y también entre la tasa
fotosintética y la tasa de transpiracién (r = 0,74). Por
lo tanto, nuestros datos indican que las cepas SP20 y
B02 influyeron positivamente en el algodén, por lo que
fueron seleccionadas para los siguientes ensayos.

Evaluacién de bacterias solubilizadoras de fésforo en invernadero.

Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles

Sonfrecuentes los reportes coninformes microbioldgicos
sobre lainoculacidn de Rhizobium sp.como una estrategia
exitosa para mejorar el crecimiento de legumbres como
los frijoles comunes, las lentejas, los guisantes, los
garbanzosy la soya (Wang, 2019); sin embargo, el nimero
de publicaciones sobre la inoculacién de Rhizobium sp.
en algodén disminuye considerablemente. Por ejemplo,
Hafeez et al. (2004) evidenciaron que la inoculacién
rizobiana mejora la emergencia de las plantulas, la
absorcién de nutrientes (K* y Ca*?) y el crecimiento del
algododn, pero, hasta donde nosotros sabemos, no hay

investigaciones que reporten si Unicamente el uso de
Rhizobium sp. influye benéficamente sobre el crecimiento
de las plantas, el contenido de P y los pardmetros
fisiolégicos en algoddn en suelos deficientes en P.

Al respecto, una condiciéon determinante en nuestro
trabajo fueron las condiciones del suelo, pues el suelo
usado tenia un bajo contenido de P (12,28 mg kg™).
Segun Ramirez y Kloepper (2010), esta condicién es
necesaria para observar que las plantas respondan
al incremento de P soluble generado por la accién
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microbiana. Otro parametro del suelo que muchas veces es olvidado en los
estudios de bacterias solubilizadoras de fosfato es el indice de sorcién de P,
el cual representa la capacidad de retencion de P en los suelos. Es importante
resaltar que en la investigacidn el suelo no fue esterilizado y procedia de
suelos donde se cultiva algoddn (Tolima, Colombia). El objetivo de utilizar
estas condiciones fue observar el efecto de promocién del crecimiento de
las plantas en condiciones idénticas a las aplicadas comercialmente, por lo
gue no podemos excluir la posibilidad de que las poblaciones microbianas
del suelo nativo puedan influir en el efecto promotor del crecimiento vegetal.

Identificacion molecular de cepas

Las dos cepas seleccionadas fueron identificadas molecularmente.
Para esto, se realizé un andlisis de secuencia del gen 16S rARN, como
se describié previamente en Rojas-Tapias et al. (2012). Las secuencias
parciales obtenidas se analizaron mediante el algoritmo de la herramienta
de busqueda de alineacidn local basica (BLAST) y se compararon con las
secuencias registradas en la base de datos GenBank, del National Center
for Biotechnology Information (NcBI), y luego se depositaron en esta misma
base de datos.

Los resultados arrojaron que las cepas bacterianas SP20 y B02 mostraron
un 99% de similitud con el género Rhizobium. Los nimeros de acceso del
GenBank de SP20 y B02 fueron MH160395 y MH160394, respectivamente.

Evaluacion in vitro de los
mecanismos promotores del
crecimiento vegetal

De manera similar, las dos cepas seleccionadas se caracterizaron
bioquimicamente en condiciones in vitro, para determinar si exhibian
caracteristicas promotoras del crecimiento de las plantas. La evaluacién de
la capacidad de solubilizacién/mineralizacién de fosfato se llevé a cabo en
dos ensayos: 1) cuantificacion de P soluble con fosfato tricalcico y roca de
fosfato (0,5 %), en medio NBRIP liquido (Nautiyal, 1999), medido 5 y 12 dias
después de la inoculacidn con azul de molibdato, método colorimétrico (Fiske
& Subbarow, 1925), y 2) deteccidn cualitativa de la produccion de fitasa en el
medio de seleccidn de fitasa (PsM) descrito por Kerovuo et al. (1998). También
se probaron otras caracteristicas que promueven el crecimiento de las
plantas. La produccién de compuestos indélicos se evalué con y sin adicién
de triptéfano, segun Glickmann y Dessaux (1995). Ademas, la produccién
de ACC-desaminasa se determiné observando la capacidad de crecimiento
bacteriana durante dos dias en un medio de sal minimo con Acc (3 mM)
como Unica fuente de N, segln el método de Habib. Finalmente, se detecté
la sintesis de siderdforos en medio agar cromo azurol S (Schwyn & Neilands,
1987). Cada ensayo se realizé con al menos dos repeticiones y tres réplicas.
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Los resultados mostraron que las cepas SP20 y B02
realizan varias actividades promotoras del crecimiento
vegetal (tabla 10.5). Estas cepas fueron activas en la
solubilizacién de P como fosfato tricalcico y roca fosférica
del Huila (producto Olafos-S) de baja solubilidad (9% de
P,0,). Con respecto a la mineralizacién de fésforo orgénico,
ninguna cepa es capaz de producir fitasas. En AlA, ambas
cepas exhiben esta actividad, y se observé que el triptéfano
mejora su produccién. Finalmente, en relacién con los
siderdforos, las cepas SP20 y B02 mostraron resultados
cualitativos positivos para su produccion.

Mecanismos de promocién del
crecimiento vegetal de las cepas SP20 y BO2

Fuente: Elaboracién propia

Solubilizacién:

*  Fosfato tricalcico (Ca-P) (mg de PO > mL"):
0,58 £ 0,05

Mineralizacién:

e TFitasas (+/-): -

Fitoestimulacién:

*  Compuestos inddlicos (pg de indol mL
por OD 630)

»  Sin triptéfano: 56,45 + 4,74

»  Con triptéfano: 155,28 + 4,59
Produccién:

*  Sideréforos (+/-): +

Solubilizacién:

*  Fosfato tricalcico (Ca-P) (mg de PO > mL"):
0,41+0,02

Mineralizacion:

e Fitasas (+/-): -

Fitoestimulacién:

*  Compuestos indélicos (pg de indol mL
por OD 630)

»  Sin triptéfano: 37,51 + 4,16
»  Con triptéfano: 136,36 + 10,47

Producciéon:
e Sideroforos (+/-): +

Nota: Los datos se presentan como media * error estdndar.
Las medias y los errores estandar son el resultado de tres
repeticiones por andlisis bioquimico, y los resultados son
representativos de dos experimentos independientes. (+/-)
indica presencia/ausencia de la actividad.

Nuestra hipétesis es que la influencia directa de las cepas
SP20 y B02 estimula el alargamiento y el aumento en el
area de la raiz del algoddn, lo que le permite una mayor
exploracion del suelo y una mayor absorcion de nutrientes
cuando el P es limitado; asi, su concentraciéon aumenta
mediante su solubilizacién y la produccién de sideréforos.
La sinergia de estas dos actividades pudo haber sido la
causante del incremento aproximado del 8 y el 7% en el
contenido de P y de la longitud de la raiz de las plantas
que fueron inoculadas con estas dos cepas, con respecto
al tratamiento con DAP. De este modo, las actividades
exhibidas por cada cepa bacteriana podrian estar asociadas
con el efecto de promocion del crecimiento vegetal sobre el
algodén (Romero-Perdomo et al., 2017; Santos-Torres et al.,
2021). Sin embargo, para probar la importancia biolégica de
estas actividades metabdlicas, se requerira la creacion de
mutantes (Pardo-Diaz et al., 2021). La presente descripcién
de las habilidades de promocién del crecimiento vegetal
de las cepas SP20 y BO2 corrobora la idea de Garcia-Fraile
et al. (2012) de que las especies del género Rhizobium son
reconocidas como microorganismos solubilizadores de
fosfato, sintetizadores de AlA y productores de sideréforos.

Aunque los rizobios, entre muchas otras bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, son los organismos
mas estudiados debido en gran medida a su capacidad para
formar una simbiosis efectiva con plantas leguminosas para
transformar el nitrégeno atmosférico (N,) en N (amoniaco)
utilizable, los resultados presentados aqui muestran su
potencial biotecnolégico con otros mecanismos metabélicos
centrados en cultivos no leguminosos.

Conclusiones

Las cepas Rhizobium sp. SP20 y Rhizobium sp. B02
mostraron la mayor eficiencia (p < 0,05) sobre la biomasa,
la longitud, el contenido de P y la tasa fotosintética del
algodon, asi como un potencial para reemplazar dosis de
aplicacion del fertilizante mineral con DAP. Ademas, estas
cepas fueron capaces de solubilizar fosfato tricalcico y roca
fosforica, de sintetizar compuestos indélicos en presenciay
ausencia de triptéfanoy de producir sideréforos, actividades
metabdlicas que podrian estar asociadas al crecimiento del
algodon en suelos con bajo contenido de P. Sin embargo,
es necesario realizar pruebas de campo para obtener
informacion sobre la respuesta de las plantas de algodén
en términos de rendimiento y calidad de la fibra con estas
cepas, buscando reducir el uso de fertilizantes con DAP.
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Introduccion

El inventario bovino nacional dispone de una poblacién de 22.689.420
cabezas, con una produccion anual de 910.000 toneladas de carne y de
6.500 millones de litros de leche, con aportes de suma importancia para la
seguridad alimentaria del pais; ademads, ocupa el puesto 11.° en el mundo,
5.° en América y 3.° en Suramérica, y genera 810.000 empleos directos. El
35 % del hato bovino se dedica a la actividad de doble propésito, el 39% a la
cria, el 6% a la produccién lactea y el 20% a la ceba, con diversos sistemas
de produccién en todo el territorio nacional. Los departamentos de Antioquia,
Casanare, Cérdoba, Meta, Santander y Cesar, en su orden, concentran mas del
60% del inventario ganadero (Fedegan, 2018).

Sin embargo, el comportamiento del ganado bovino como subsector se
caracteriza por la creciente pérdida de productividad, su alto impacto
ambiental y sus conflictos por el uso del suelo (Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [Fao], 2018), y los territorios
ganaderos se caracterizan por el aumento de la degradacién de los suelos
por erosion o salinizacion (Ideam, 2019; Ideam & ubca, 2015).

Las formas inadecuadas de explotacion de los suelos han derivado en su
deterioro fisico, quimico y bioldgico, con una reducciéon de su potencial
productivo. También han sido afectados de manera negativa la biodiversidad y
elrecurso hidrico, factores clave en el desarrollo de la actividad agropecuaria;
en la ganaderia bovina, se ha comprobado una reduccién gradual de la
productividad de las pasturas, la cual ha sido mas intensa en las areas
establecidas a lo largo del tiempo en monocultivos de gramineas, modelo
tecnolégico implementado durante décadas en el pais, con efectos negativos
sobre la produccidn, la sostenibilidad y la competitividad rural (Chauveau et
al,, 2015; Zaniga et al., 2015).

Por otra parte, se registra que la ganaderia es responsable, en el mundo, del
14,5% de las emisiones de gases de efecto invernadero: el metano (CH,) proviene
de la fermentacidén entérica de los bovinos y el manejo deficiente del estiércol, y
el CO, se deriva del uso de combustibles fésiles y del cambio en la actividad de la
tierra (Villanueva et al., 2018). Esta situacion hace pensar en la urgente necesidad
de prestar la mayor atencién posible al tema de la produccién de gases de efecto
invernadero y sus efectos nocivos con los cambios climaticos.

Se considera que la conversién de pasturas a sistemas silvopastoriles
(ssP) puede reducir las pérdidas de carbono del suelo e incrementar su
almacenamiento, debido a la cantidad que los arboles fijan de este elemento.
También se ha determinado que los ssP disminuyen la tasa de descomposicion,
por lo que reducen el impacto causado por este compuesto a la atmosfera;
ademas, el uso de asociaciones de leguminosas y gramineas se ha corroborado
como una alternativa importante en la reduccidn de las emisiones de gases de
efecto invernadero por la actividad ganadera (Villanueva et al., 2018).

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Lasinteraccionesy sinergias entre los componentes de
los ssp (figura 11.1) y los sistemas agrosilvopastoriles
(Assp) generan bienes y servicios ecosistémicos
qgue tienen efectos diversos en los agroecosistemas
ganaderos; asi, es de gran importancia la identificacién

y valoracion de estos servicios asociados a los
beneficios productivos, ambientales y sociales,
obtenibles en sus interacciones, especialmente en lo
que tiene que ver con el cambio climatico (Jonsson &
Davidsdottir, 2016).

Sistema silvopastoril establecido en Agustin Codazzi (Cesar).

Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles
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284 Diversostrabajos deinvestigacion en sspencondicionestropicales Ajslamiento y caracterizacio’n

han demostrado importantes avances en la produccién de los
rumiantes, siendo relevantes los obtenidos en el incremento de

peso vivo en novillos (entre 500 y 900 g dia™), produccién anual de de cepas de Azospirillum SPO con

carne (entre 800 y 1.200 kg ha') y produccion de leche (entre 7 y

12;:;?;;2:2(:’5‘2. g;n7 ;SO de suplementos) (Iglesias et al., 2015; potencial biOfertilizante en Pasto
En este orden de ideas, las experiencias de investigaciones guinea (Megathyrsus maxim us Jacqo

en condiciones tropicales expuestas demuestran cudnto han o

contribuido la ciencia y la tecnologia en el incremento de la I ) 1 ‘;a]l d 1 ‘ {
competitividad y sostenibilidad agropecuaria mediante la CV. anzanla en e e e esar
integracion de las actividades agricola, ganadera y forestal. Sin

embargo, lo mas importante es conocer cémo se favorecen Introducci(’)n

el potencial productivo de los suelos y, en consecuencia, la

disponibilidad de forrajes en términos de cantidad y calidad, Granpan‘e de los suelos  Es conocido que la fijacién bioldgica de este elemento es posible
aspectos que repercuten en mayores producciones de carne y z‘ropicales se camcterizanporsus mediante el uso de microorganismos fijadores de N, presentes en la

. . L rizosfera de los pastos tropicales y subtropicales. A pesar de ello, en
bajos contenidos de nitrdgeno, . o . o
Colombia no existian antecedentes de estos estudios: no se disponia

que @%Ctan la adecuada de ningun registro de la evaluacién de microorganismos diazétrofos
PTOduCClon agﬂwla, enla Gquese  asociados a las pasturas. El presente trabajo tuvo como objetivo

leche, sin desconocer que también se incrementa la diversidad de
otros productos, maderables y agricolas, con notables beneficios
econémicos, ambientales y sociales para los actores rurales.

Un elemento importante en el presente trabajo fue dilucidar induyen los bajos rendimientos iniciar el proceso de investigacion sobre cepas nativas de Azospirillum
el potencial del uso de microorganismos promotores del de materia seca de losforrqjes. asociadas con el pasto guinea (Megathyrsus maximus Jacg. cv.
crecimiento vegetal como una alternativa para mejorar la Tanzania) en el Valle del Cesar (figura 11.2).

produccion y sostenibilidad de los sistemas ganaderos en el

Caribe seco colombiano. w Figura 11.2. Pastura de pasto guinea establecida en Agustin Codazzi (Cesar).

Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles

Desarrollo de 1a
investigacion:
sistemas
silvopastoriles
en el Caribe seco
colombiano

El desarrollo de un biofertilizante para la implementacién y
evaluaciondeunsspeneltrdpico bajo contd coninvestigaciones
en microbiologia de suelos consistentes en el aislamiento, la
seleccién y la multiplicacién de bacterias efectivas para cada
una de las especies vegetales que conformaron el sistema.

Capitulo 11. Experiencia AGROSAVIA en sistemas silvopastoriles en el trépico bajo.
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Desarrollo de 1a
investigacion

Se obtuvieron 16 aislamientos de microorganismos
correspondientes a Azospirillum sp., aislados a partir de
suelo rizosférico, raices y hojas de M. maximus, en dos
épocas climaticas (lluvia y sequia), en el departamento
del Cesar. En la evaluacion de invernadero, las cepas
seleccionadas fueron inoculadas en M. maximus solas
y en coinoculacion con Enterobacter agglomerans (UV1).
Para tal efecto, las cepas de Azospirillum sp. fueron
cultivadas en medio bpyes (Radwan et al., 2004) e
incubadas durante 48 horas en agitaciéon a 1.200 xg y a
32 °C. El aislamiento “E. agglomerans (UV1)" se multiplicé
en medio de cultivo SRSM sin indicador. Los inoculantes
fueron ajustados, en su concentracién celular, a una
densidad dptica DO, 0,5, que corresponde a 4 x 107 UFc
mL". Después de 10 dias de la siembra de la pastura, se
registro el porcentaje de germinacion y se raled, con el
fin de dejar 5 plantas por maceta. La fertilizacién quimica
nitrogenada fue aplicada acorde con el andlisis de suelo.
Los tratamientos se basaron en las cepas seleccionadas
complementadas con la mitad de la fertilizaciéon de
nitrégeno, y el tratamiento de control fue manejado con
la fertilizacién de sintesis completa. El experimento tuvo
una duracion de 45 dias, y las variables medidas fueron:
porcentaje de germinacién, peso seco de hojas, porcentaje
de proteina bruta y fésforo total en el tejido foliar.

Resultados relevantes

Los resultados indican que el mayor recuento poblacional
de microorganismos (con el método de numero mas
probable) se presenté en la época lluviosa, referente a las
poblaciones de Azospirillum en los diferentes estratos de
la planta. El mayor valor se observé en las hojas para el
medio de cultivo NFb, y para el medio LGI (A. amazonense)
no hubo diferencias significativas en los diferentes estratos
evaluados. Marques et al. (2017) encontraron diferencias
estadisticas significativas en la colonizacién de raices de
pastos C4 (Axonopus affinis, Paspalum notatum, Andropogon
lateralis y Aristida laevis), por parte de Azospirillum spp., en
un 61 % en relacion con el tratamiento de control.

A partir de las caracterizaciones in vitro realizadas a las ce-
pas, el método de la reduccion de acetileno como indicador

de la fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) y la produccidn
de compuestos inddlicos (ala), se seleccionaron 3 aisla-
mientos identificados como Azospirillum lipoferum 'y 2
como Azospirillum brasilense. La cepa SRGM4 presenté
la mayor actividad nitrogenasa, con 123,70 nmol de C,H,
h" mL" (figura 11.3), en relacidn con la produccién de
compuestos inddlicos. A. brasilense, cepa SRGM2, pre-
sentd uno de los valores mas altos, con 43,27 ug de AIA
mL" (Cardenas et al., 2010) (figura 11.4). Lopez-Reyes
et al. (2017) reportaron la actividad de FBN de diferen-
tes cepas de Azospirillum spp. aisladas de Zea mays, que
arrojaron entre 10y 30 nmol de C,H, h"" mL", valores que
fueron muy inferiores a los reportados en esta investi-
gacion, y una produccion de AlA de entre 4y 35 uyg mL",
valores que se encuentran préximos a los encontrados
en este estudio. En un estudio llevado a cabo en Oryza
sativa, Bharathiraja (2019) reporté valores que se en-
cuentran entre 220,10y 376,31 nmol de C,H, mg de pro-
teina™ h' en 20 diferentes aislamientos de Azospirillum
spp., estudio que se encuentra relacionado con la misma
familia y presenta valores superiores a los obtenidos en
este estudio. Adicionalmente, Cortés-Patifio et al. (2016)
aislaron cepas de Azospirillum brasilense y Herbaspiri-
llum seropedicae de raices de Cenchrus clandestinus y
reportaron 166 y 44 pmol de C,H, h™' mL", respectiva-
mente, y valores de 67 y 37 ug mL de AlA™". Por su parte,
la produccién de AIA por la cepa SRGM4 fue de 23,15 pg
mL de alA™, valor similar al reportado por Reis Junior et
al. (2004): entre 6,13 y 19,27 ug mL de AIA" por cepas
de A. amazonense aisladas de raices de Brachiaria spp.
en Brasil; Radwan et al. (2004), por su parte, reportaron
que la principal hormona producida por Azospirillum es
el acido indol-3-acético.
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" Figura 11.3. Actividad de reduccién de acetileno de las cepas aisladas de Megathyrsus maximus.
Fuente: Elaboracién propia
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Montaje en invernadero

Los resultados demuestran que la inoculacién de las
semillas de pasto guinea con las cepas seleccionadas
incrementa los porcentajes de germinacién. En la cepa
SRGM3 (C16), el porcentaje reportado fue del 64,44%, y
la cepa SRGM2 (C14), en coinoculacién con UV1, logré el
mayor peso seco y el mayor porcentaje de proteina cruda,
convaloresde 1,62 g planta'y 23,24 %, respectivamente,
lo cual corrobora que las coinoculaciones son mads
eficientes (Cardenas Caro et al., 2014).

Domingues Duarte et al. (2020) mencionan que uno de
los principales mecanismos de accién por parte del
género Azospirillum es la producciéon de reguladores
del crecimiento, los cuales modifican la morfologia
de las raices y maximizan el uso de los recursos del
suelo, lo que a su vez aumenta la FBN y la reduccién
del nitrato disponible. Adicionalmente, Hungria et al.
(2016) mencionan que las bacterias diazotréficas son las
causantes principales de la FBN, proceso que implica la
conversion de N, en otras sustancias nitrogenadas que
luego son asimiladas por las plantas. En consonancia con
estos reportes, Leite et al. (2019) reportaron un aumento

del 36 % en la produccion de forraje en M. maximus con la
inoculacidon con Azospirillum brasilense, y Hungria et al.
(2016) reportaron un aumento del 22 % en la produccién
de Brachiaria sp. con la inoculacion de A. brasilense y la
adicion de 40 kg de N ha™.

El-Komy (2005), al evaluar cepas de Azospirillum lipoferum
solas o coinoculadas con una cepa fosfato-solubilizadora
de Bacillus megaterium, obtuvo diferencias significativas
en los tratamientos coinoculados con respecto a las
plantas no inoculadas en las variables de altura (cm), peso
seco foliar (g matera™), fésforo foliar (mg g™') y rendimiento
de nitrégeno total (mg matera™), al igual que valores
superiores de hasta el 38,72% en aumento de proteina
cruda en el tratamiento coinoculado con A. lipoferum + B.
megaterium, con respecto al tratamiento quimico.

Los resultados obtenidos muestran que, en condiciones
de invernadero, la inoculacién de cepas nativas
de Azospirillum (SRGM2) mas una cepa fosfato-
solubilizadora (UV1) mejora la produccion de pasto
guinea en términos de calidad y cantidad de proteina
cruda y materia seca en comparacion con las plantas del
tratamiento con fertilizaciéon quimica.
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Aislamiento y caracterizaciéon de
bacterias fijadoras de nitrégeno
asimbioticas asociadas a Eucalyptus sp.

en el municipio de

Agustin Codazzi (Cesar)

Introduccion

El eucalipto (Eucalyptus sp.) es una especie arbdrea
que alcanza alturas de hasta 60 metros y esta
adaptada a diferentes tipos de climas, con una gran
resistencia a la sequia. Su rapido crecimiento vy
su capacidad de regeneracion hacen que sea muy
valiosa para la industria maderera, y también se
emplea en las industrias farmacéutica y de limpieza
por el aceite que producen algunas de sus especies
(Bioenciclopedia, s.f.).

Santos et al. (2016) reportan que distancias de siembra
de 22 m en Eucalyptus sp. son ideales para no afectar
la productividad de las pasturas en un ssp en el area
del Cerrado brasileno, lo que hace que esta especie sea
propicia para estos sspP. Con base en esta informacioén, se
aislaron y caracterizaron bacterias fijadoras de nitrégeno
asimbidticas asociadas a suelo rizosférico, raices y hojas
de eucalipto (figura 11.5), con el propdsito de seleccionar
cepas diazotréficas promisorias que contribuyeran con el
crecimiento, desarrollo y establecimiento de esta especie
forestal en condiciones de vivero.

® Figura 11.5. Eucalipto establecido en el ssp en Agustin Codazzi (Cesar).

Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles
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Desarrollo de la
investigacion y resultados

De un total de 116 bacterias aisladas de suelo, raiz y
hojas de eucalipto en dos épocas climaticas (lluvia y
sequia), fueron seleccionadas 44 cepas por presentar
caracteristicas morfoldgicas propias de los géneros
Azospirillum sp., Herbaspirillum sp., Burkholderia sp.,
Gluconacetobacter sp., Azotobacter sp., Beijerinckia
sp. y Derxia sp.; estas cepas fueron seleccionadas
con la colaboraciéon de la Dra. Vera Lucia Baldani,
de la Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(Embrapa), de Brasil.

Resultados relevantes

El analisis estadistico realizado no mostré diferencias
significativas en la variable de poblacién microbiana,
evaluada en los diferentes estratos de la planta mediante
la metodologia del nimero mas probable, a excepcion
de los géneros Herbaspirillum sp., que presentd una
mayor poblacién en la muestra de raices, y Azospirillum
sp., que present6 una mayor poblacién en las muestras
de raices y suelo rizosférico. Sin embargo, Miguel et
al. (2016) encontraron que la diversidad microbiana

cambia dependiendo del estado de desarrollo de las
hojas muestreadas, y reportaron por primera vez las
especies Novosphingobium barchaimii, Rhizobium grahamii,
Stenotrophomonas panacihumi, Paenibacillus terrigena,
Paenibacillus darwinianus 'y Terrabacter lapilli como
endofitas, mientras que Da Silva et al. (2014) reportaron
en su estudio que la estacidon climatica influencié las
comunidades microbianas del suelo en plantaciones
de Eucalyptus sp. en Brasil y que los géneros mas
predominantes fueron Bradyrhizobium y Burkholderia.

En relacién con la actividad de reduccién de acetileno,
la cepa 27 (Flavobacterium anhuiense) presenté el valor
promedio mas alto (85 nmol de C,H, h" mL™), seguida
por las cepas 45 (cepa no identificada, 76 nmol de C,H,
h"' mL™") y 25 (Azotobacter sp., 74 nmol de C,H, h” mL"")
(figura 11.6). Padda et al. (2018) reportaron diferentes
cepas diazotréficas aisladas de pino en Canada con
valores de FBN que varian entre 0,2 y 2,8 nmol de
C,H, h mL", entre las cuales se encuentra una cepa
de Flavobacterium aquidurense, siendo valores muy
inferiores a los reportados en este trabajo. Asimismo,
Romero-Perdomo et al. (2017) reportaron valores que
varian entre 45,32 y 68,01 nmol de C,H, h”" mL" en
cepas del género Azotobacter, valores cercanos a los
reportados en el presente estudio.

" Figura 11.6. Actividad de reduccién de acetileno a etileno en diferentes aislamientos bacterianos de

Eucalyptus sp.

Fuente: Elaboracién propia
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La caracteristica de producir hormonas se encuentra
ampliamente distribuida a lo largo de diferentes
géneros de bacterias, como Azotobacter, Acetobacter,
Herbaspirillum 'y Rhizobium, entre otros, los cuales
producendiversas fitohormonas como el AlA, giberelinas
y citoquininas en medios libres de nitrégeno. En la
prueba de produccién de compuestos indélicos (AlA)

(figura 11.7), la cepa 27 produjo 49,57 uyg mL", seguida
por las cepas 45 y 26, con valores de 23,25 y 14,93
ug mL"', respectivamente. Reportes realizados por
Dordevic et al. (2017) muestran que el aislamiento de A.
chroococcum produjo 7,55 pyg mL™', y Romero-Perdomo
et al. (2019) reportaron valores de 53,89 ug mLde AIA™
producido por Beijerinckia sp.

® Figura 11.7. Produccién de compuestos indélicos en diferentes bacterias

aisladas del cultivo de Eucalyptus sp.

Fuente: Elaboracién propia
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principios activos en la produccién de biofertilizantes por
su eficiencia en las pruebas in vitro realizadas.
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Seleccion de cepas nativas de bacterias
diazotréficas simbidticas asociadas a
Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit

en el Valle del Cesary La Guajira

Introduccion

Leucaena leucocephala, especie de la familia Fabaceae,
subfamilia Caesalpinioideae, es una planta caducifolia que
alcanza de 3 a 6 metros de alturay es empleada para una
variedad de propdsitos, como fuente de madera, alimento
en forma de forraje para el ganado, abono organico y
lena (figura 11.8). Adicionalmente, es una especie que

forma asociacion simbidtica con bacterias fijadoras de
nitrégeno atmosférico del género Rhizobium, con una tasa
de fijacion anual de N, de 249,31 kg ha™" en condiciones
de campo (Bueno Lépez & Camargo Garcia, 2015). Segln
Mahecha (2002), esta especie es ampliamente estudiada
en Colombia por su alto valor nutritivo y sus servicios
multipropdsito en ssp.

® Figura 11.8. Establecimiento de Leucaena leucocephala en el ssp en Agustin Codazzi (Cesar).

Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles
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Desarrollo dela
investigacién y resultados

En total, 52 aislamientos bacterianos fueron obtenidos a partir de nddulos
presentes en las raices de L. leucocephala, de los cuales se seleccionaron
12 por sus caracteristicas fenotipicas correspondientes a los rizobios: 5
del Valle del Cesar (RCO1, RC02, RCO3, RC04 y RCO5) y 7 de La Guaijira
(RG01, RG02, RGO3, RG04, RG0O5, RG0O6 y RGO7).

Resultados relevantes

Los aislamientos seleccionados fueron microscépicamente bacilos cortos,
delgados y Gram-negativos, y macroscépicamente fueron de crecimiento
rapido, con un didmetro de colonia que oscilé entre 0,6 y 6,0 mm, descripcién
que concuerda con los datos reportados por Bécquer (2004). Las pruebas
bioquimicas arrojaron resultados interesantes de asimilacion de un amplio
rango de monoy disacaridos (D-glucosa, D-manosa, D-manitol, L-arabinosa,
D-maltosa y N-acetilglucosamina) por parte de los aislamientos RCO4,
RGO1, RG02, RGO3, RGO4, RGO5 y RGO, y también se evidencié que las
cepas RC04, RG02 y RG06 emplearon el nitrato como fuente de nitrégeno.

Las evaluaciones de produccién de compuestos indélicos mostraron que
varios de los aislamientos tuvieron esta capacidad, en especial las cepas
RG02 y RCO02, que produjeron 112,59 y 47,9 uyg mL", respectivamente
(figura 11.9), valores mayores a los reportados por Tzec-Gamboa et
al. (2020), quienes encontraron valores entre 14 y 27 ug mL™' en cepas
de Sinorhizobium aisladas de L. leucocephala y que son similares a
los reportados por Kiigiik y Cevheri (2016), quienes encontraron una
produccion de AlA de entre 15y 165 ug mL™" por cepas de Rhizobium sp.
aisladas de Pisum sativum.
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294 " Figura 11.9. Produccién de compuestos inddlicos en las cepas aisladas de L. leucocephala en los

departamentos del Cesar y La Guajira.
Fuente: Elaboracién propia
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Adicionalmente, se realizaron pruebas de nodulacién
en plantas de Leucaena para determinar su capacidad
de fijacidon de nitrégeno atmosférico, a través de la
metodologia de reduccion de acetileno. Las cepas que
sobresalieron en esta actividad fueron, nuevamente,
RCO2 y RG02, con valores de 18,56 y 16,25 umol de C.H,
nédulo?’ h™' mL" (figura 11.10), valores superiores a

RGO6
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Cepas

los reportados por Kaushal y Kaushal (2015), quienes
reportaron valores entre 402,91 y 437,26 nmol de
C,H, nédulo” h™ mL" en cepas aisladas de Brassica
oleracea, y a los de Ayala (2005), quien reporté valores
de 12,83y 13,84 ymol de C,H, nédulo” h” mL™" en cepas
aisladas de Arachis hipogea y Centrosema pubescens,
respectivamente.

m Figura 11.10. Actividad de reduccién de acetileno en las cepas aisladas de L. leucocephala en los

departamentos del Cesar y La Guajira.
Fuente: Elaboracién propia
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Los aislamientos promisorios RC02 y RGO02 fueron
identificados molecularmente como Rhizobium sp. y
Burkholderia sp. mediante secuenciacién del gen 16S
rADN, y el aislamiento RG02 se convirtié en el primer
reporte para Colombia de Burkholderia sp. como fijador
de nitrégeno atmosférico.
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Los resultados muestran que L. leucocephala es una
planta que puede ser nodulada por diferentes tipos de
simbiontes, que consiguen ser excelentes promotores
del crecimiento vegetal, como los aislados en el presente
estudio (Rhizobium sp.y Burkholderia sp.), ademas de que
cuentan con diferentes caracteristicas bioquimicas que
ayudan a su supervivencia y desarrollo.

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Uso de biofertilizantes como
facilitadores biol6gicos en sistemas
silvopastoriles en el Caribe seco

colombiano

Los resultados anteriores muestran
el potencial de las cepas aisladas

de los diferentes componentes del
sistema silvopastoril en el tropico
bajo, por lo que se decidio probar
los diferentes aislamientos en la
implementacion de un sistema
silvopastoril en Agustin Codazzi.

Introduccion

El proyecto titulado “Produccién de un fertilizante biolégico mixto
con base en bacterias fijadoras de nitrégeno para ssp de la region
Caribe colombiana” tuvo como objetivo la implementacion y
evaluacion de un arreglo silvopastoril (figura 11.11) como alternativa
al uso convencional del monocultivo para la alimentacién del ganado,
ademas de la evaluacidn de la aplicacién de un inoculante microbiano
como facilitador biolégico. Un elemento importante en el trabajo fue
dilucidar el potencial del uso de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal como una alternativa para mejorar la produccion
y sostenibilidad de esta opcion productiva.

" Figura 11.11. Arreglo silvopastoril. 2. Plantas de pasto guinea asociadas a L. leucocephala; b. Plantas
de pasto guinea asociadas a Eucalyptus tereticornis.

Fotos: Sistemas Agropecuarios Sostenibles
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Metodologia

La implementacién del ssp se realiz6 en el Centro
de Investigacion Motilonia de AGROSAvVIA, ubicado en
el municipio de Agustin Codazzi, Cesar, Colombia.
El sistema estuvo conformado por tres especies
vegetales: una especie arbérea (E. tereticornis), una
especie leguminosa (L. leucocephala) y una graminea
(M. maximus [Jacg.] B. K. Simon & S. W. L. Jacobs).
Cuatro tratamientos fueron implementados: 1) testigo
absoluto, constituido por un monocultivo de kikuyina
(Bothriochloa pertusa [L.] A. Camus), el cual es el sistema
modal de la regidn; 2) testigo de pasto guinea (M.
maximus), consistente en monocultivo de guinea, que fue
implementado para determinar las diferencias debido a

la introduccién de las especies arbdrea y leguminosa;
3) ssp no inoculado, conformado por las tres especies
vegetales y sin la adicidn de los inoculantes biolégicos,
y 4) ssp inoculado, conformado por las tres especies
vegetales inoculadas. Las plantas de Leucaena fueron
inoculadas con bacterias del género Rhizobium; el
pasto guinea, con Azospirillum brasilense y Azotobacter
chroococcum, y el eucalipto, con A. chroococcum.

La especie forestal fue establecida en doble fila a
una distancia de 4 m x 4 m; a 8 m de la doble fila
de eucalipto se sembrd Leucaena en tres filas a
una distanciade 1 m x 1 m, y en los espacios libres
entre las dobles filas de eucalipto y las de Leucaena
se establecié pasto guinea. La densidad de siembra
empleada fue de 6 kg de semilla ha™'. Las variables
evaluadas fueron medidas tres veces con intervalos
de un mes y medio.

Resultados
relevantes

La produccidén de forraje disminuyé a través del
tiempo. Sin importar el tipo de sistema de produccién
evaluado, la disminucién en la oferta de forraje fue
significativa a través de los ciclos de evaluaciéon
(p < 0,05). Tomando como parametro la produccién de
materia seca (Ms), se observé que en el ssp inoculado,
en el ssP no inoculado y en los monocultivos de
B. pertusa y M. maximus hubo disminuciéon en la
producciéon durante el segundo y tercer ciclo,
respectivamente. Los resultados demuestran que,
a medida que la época de sequia se amplia, la
produccion de forraje disminuye (tabla 11.1).

Portela Pérez y Brito Martinez (2018) registraron
reduccién en los rendimientos de Ms con B. pertusa
entre septiembre (1.230,0 kg de Ms ha™') y febrero
(428,4 kg de Ms ha™), con una caida, en el periodo poco
lluvioso, de entre el 30% y el 50 % en su produccidn
de forraje; entre tanto, en M. maximus, a diferencia
de otras gramineas cultivadas en la regién Caribe
de Colombia, se exhibié un crecimiento vegetativo
intenso con incremento de su calidad nutricional
en el periodo lluvioso, y provisto de una tolerancia
moderada a la baja humedad en periodos poco
lluviosos (Torregroza et al., 2015).

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Rendimiento de materia seca por hectdrea en tres ciclos de evaluacién

Fuente: Elaboracién propia

Ciclo 1:

*  Promedio (kg de ms ha): 1089,4 d
Ciclo 2:

*  Promedio (kg de Ms ha): 892,0 c
Ciclo 3:

e Promedio (kg de Msha™): 4493 ¢

Ciclo 1:
*  Promedio (kg de Msha™):1.688,0 ¢
Ciclo 2:
*  Promedio (kgde Msha™):1.627,5b
Ciclo 3:

Ciclo 1:

*  Promedio (kg de Msha?):2.319,8 b
Ciclo 2:

*  Promedio (kg de Msha):1.801,5a
Ciclo 3:

*  Promedio (kg de Msha):1.327,5 a

Ciclo 1:
*  Promedio (kg de Ms ha): 4.068,7 a
Ciclo 2:
*  Promedio (kg de Msha):1.880,7 a
Ciclo 3:

*  Promedio (kg de Msha™): 8279 b *  Promedio (kg de Ms ha): 1.430,1 a

Nota: Las letras indican subgrupos homogéneos obtenidos con la prueba usp de Tukey.

Los ssp generaron una mayor oferta de forraje que los monocultivos. Los
resultados obtenidos permitieron evidenciar que el uso del ssp incrementa el
rendimiento de Ms en comparacién con los monocultivos. Durante el primer
ciclo se observaron aumentos del 37% y el 112% en la produccién de Ms,
correspondientes al sSSP no inoculado y al ssp inoculado, respectivamente. En
el segundo ciclo, la produccion de forraje de Ms se incrementd en el SsP con
respecto a los monocultivos de M. maximus y B. pertusa, y en el tercer ciclo se
observo la misma tendencia (tabla 11.1).

Sanches Santos et al. (2019) consideran que, cuando las pasturas en los
monocultivos estdn en proceso de degradacién, proveen insuficientes
nutrientes para alimentar a los animales; en estas circunstancias, se
desmantelan nuevas areas, lo que causa un aumento de la deforestacion y
danos ambientales. La introduccion de los arboles en las pasturas y el uso
de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) surge como una
estrategia viable que deriva en el incremento de la produccién de forraje, en
mas calidad nutricional de la dieta, en una mayor carga animal por hectarea
y en la obtencién de ganancias superiores de peso en los bovinos respecto a
los valores que se alcanzan en otros sistemas forrajeros tropicales (Rivera-
Herrera et al., 2017).

Asi, una de las alternativas para mejorar la capacidad de resiliencia en los
sistemas ganaderos en épocas criticas es la implementacion de ssp, que se
consideran una de las soluciones mas innovadoras para dar respuesta al reto
ganadero de produccién sustentable (Murgueitio et al.,, 2019).
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Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles

La inoculaciéon con PGPB aumentd la produccion del
ssp: en el primer ciclo, la respuesta en términos de Ms
incrementé en comparacion con el sistema no inoculado
(p < 0,05), ya que su rendimiento aumento en un 30%. En los
siguientes ciclos, en los que no se realiz6 reinoculacién, no
se presentdé un aumento significativo en la produccion de
forraje, lo que indicaria que los periodos de extrema sequia

tuvieron efecto sobre la abundancia o efectividad de las
especies microbianas empleadas (tabla 11.2).

Estudios realizados por Pérez-Cordero et al. (2018)
senalaron la presencia de bacterias endéfitas asociadas
al pasto colosuana, las cuales muestran un potencial
importante para la nutricidn vegetal, ya que promueven
el crecimiento de las plantas.

Produccién de forraje de los componentes del sistema silvopastoril

Fuente: Elaboracién propia

Ciclo 1:
*  Promedio (kg de Msha): 7113 b
Ciclo 2:

*  Promedio (kg de Msha?):153,4 b
Ciclo 3:

*  Promedio (kg de Ms ha): 140,1 b

Ciclo 1:
*  Promedio (kg de Msha™):879,8 a
Ciclo 2:

*  Promedio (kg de Msha):329,9 a
Ciclo 3:

*  Promedio (kg de Ms ha™):176,8 a

Ciclo 1:

*  Promedio (kg de Ms ha): 1.598,7 b
Ciclo 2:

e Promedio (kg de Msha™):1.604,1 a
Ciclo 3:

*  Promedio (kgde Msha?):1.177,5 a

Ciclo 1:
*  Promedio (kg de Msha):2.884,5 a
Ciclo 2:

*  Promedio (kg de Msha):1.655,5 a
Ciclo 3:

*  Promedio (kg de Msha?):1.201,8 a

Nota: Las letras indican subgrupos homogéneos obtenidos con la prueba Hsp de Tukey.
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La simbiosis rizobios-leguminosas es una fuente
importante de fijacién de nitrégeno (amonio) en la
biésfera, por lo que el potencial de este proceso para
aumentar el rendimiento agricola ha generado interés
en comprender y manipular de manera exitosa estos
desarrollos (DiCenzo et al., 2018).

El efecto de los biofertilizantes fue constante a través del
tiempo en L. leucocephala, pero no en M. maximus. Los
fertilizantes bioldgicos a base de bacterias promotoras
son destinados a promover el crecimiento de las plantas
a través de diferentes mecanismos relacionados con el

aumento en la disponibilidad de nutrientes, la sintesis
de moléculas bioactivas y la proteccion de la planta ante
estreses de tipo bidtico y abiético. Estas bacterias suelen
clasificarse de acuerdo con su grado de asociacion con
la planta. Las bacterias con las cuales se inocularon
las plantas de L. leucocephala pertenecen al grupo de
los rizobios, los cuales tienen la capacidad de formar
una estructura especializada, denominada nddulo, con
leguminosas (figura 11.12), y por lo tanto son enddfitos.
Las bacterias diazotréficas empleadas sobre pasto
guinea fueron endéfitas no simbidticas, en el caso de
Azospirillum, y de vida libre, en el caso de Azotobacter.

Nédulos en plantas de L. leucocephala.

Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles

Los datos de produccién de forraje evidenciaron que el
efecto de promocidn de crecimiento se mantuvo sobre las
plantas de L. leucocephala (tabla 11.2). Durante los tres
ciclos de evaluacion existieron diferencias significativas
entre el tratamiento no inoculado y el inoculado (p < 0,05),
lo que sugiere que las condiciones climaticas influyeron
sobre la actividad de las bacterias simbidticas. En
contraste, el efecto de los microorganismos sobre las
plantas de M. maximus solo fue visible en la primera fase
del cultivo, lo que sugiere que la actividad microbiana

se vio afectada por las condiciones edafoclimaticas
asociadas al ssp. Después del segundo ciclo no existieron
diferencias entre las plantas de guinea inoculadas y las
no inoculadas (p > 0,05) (tabla 11.2), lo que indica que el
aislamiento de bacterias xerdfilas podria tener un efecto
importante bajo las condiciones de sequia imperantes en
estaregion durante este periodo del ano; de igual manera,
este resultado abre la posibilidad de evaluar si el uso de
la reinoculacién podria generar un efecto positivo sobre
el cultivo a través del tiempo sobre este tipo de plantas.
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Terra et al. (2019) consideran que las leguminosas
forrajeras han ganado importancia como alternativa
sostenible para la alimentacién animal por su capacidad
de establecer relaciones simbidticas y asociativas
con bacterias fijadoras de nitrégeno y promotoras del
crecimiento vegetal, las cuales consiguen suplir total
o parcialmente el nitrégeno utilizado por los cultivos.
Asi, se pueden aplicar microorganismos fijadores de
nitrégeno de vida libre o asociados en simbiosis con las
leguminosas, para que ejerzan un papel importante en el
crecimiento de estas (Alcaraz, 2016).

La inoculaciéon presenté un efecto positivo sobre el
crecimiento de E. tereticornis. Los valores obtenidos en
las variables de incremento en altura, didmetro basal
y didmetro a la altura del pecho (papP) (1,3 m) de E.
tereticornis fueron mayores en el tratamiento inoculado
qgue en el no inoculado, en los ocho meses evaluados, lo
cual indica un efecto positivo del biofertilizante sobre el

crecimiento de los arboles (tabla 11.3). Los incrementos
en altura de la planta, didametro basal y pAp de E
tereticornis fueron, en su orden, del 41,2%, el 44,2% y el
46,7 % en relacién con el tratamiento no inoculado.

Eninvestigaciones del efecto de los biofertilizantes sobre
el crecimiento y la produccion de Eucalyptus grandis, la
mayor dosis aplicada demostré un significativo efecto
sobre el mas alto desarrollo de las plantas en vivero,
una estimulacién importante de las raices y el mayor
aumento en numero de hojas; por lo tanto, esta se
considera una alternativa sostenible para el manejo del
suelo en el sector forestal (Gonzélez-Diaz et al., 2019).

Ademas, segln Laclau et al. (2018), se presentan ventajas
competitivas de Eucalyptus sobre otras especies arbéreas
en términos de productividad, tolerancia al estrés bidtico
y abiodtico, calidad de la madera para una amplia variedad
de usos y habilidad en el manejo de campo.

Altura, didmetro basal y didmetro a la altura del pecho (pap)

de Eucalyptus tereticornis inoculado y no inoculado

Fuente: Elaboracién propia

Respuesta: Respuesta: Respuesta:

¢ Inoculado: 3,29 * Inoculado: 6,20 ¢ Inoculado: 4,40

* Noinoculado: 2,33 * Noinoculado: 4,30 *  Noinoculado: 3,00
* Diferencia: +0,96 * Diferencia: +1,90 * Diferencia: + 1,40

Conclusiones

La aplicacién del biofertilizante sobre el arreglo silvopastoril
tuvo un efecto positivo sobre los diferentes componentes,
expresado en el mayor incremento en la altura, el didmetro
en la base del tallo y el bAP de los arboles de E. tereticornis
en el arreglo silvopastoril inoculado, en comparacioén con el
arreglo silvopastoril no inoculado. La producciéon de Ms de L.
leucocephala inoculada superd en los tres ciclos evaluados a
la no inoculada entre un 26,1% y un 87,0%, y la produccion
de Ms de la graminea guinea fue mayor en el arreglo
silvopastoril inoculado (96,2 %) que en el no inoculado.

Los resultados revelaron que existe una amplia diversidad de
microorganismos con potencial para promover el crecimiento
de las plantas, los cuales estan asociados a la rizésfera de
las especies vegetales que componen el sistema: Leucaena
(L. leucocephala), pasto guinea (M. maximus) y eucalipto (E.
tereticornis). Se observd que el uso de SSP representa una
alternativa eficiente frente a los monocultivos tradicionales,
puesto que la oferta de forraje se incrementa en comparacion,
por ejemplo, con los monocultivos de kikuyina (B. pertusa) y
pasto guinea (M. maximus).
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Los tres estudios que a continuacion se
exponen involucran el aislamientoy la
caracterizacion de microorganismos presentes
en especies vegetales empleadas en sistemas
silvopastoriles del tropico alto colombiano,
como la acacia amarilla (Acacia decurrens),
el kikuyo (Cenchrus clandestinus) y

el trébol rojo (Trifolium pratense).

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Aislamiento, seleccién y
caracterizacion fenotipica de
rizobios nativos asociados a Acacia
decurrens en cuatro municipios

de Cundinamarca (Colombia)

Introduccion

La acacia amarilla (Acacia decurrens) (figura 12.1)
es una especie arbdrea que se encuentra distribuida
en el Altiplano Cundiboyacense (Uribe et al., 2011).
Es utilizada como suplemento alimenticio para el
ganado, por lo cual se tuvo la iniciativa de aislar
rizobios nativos como herramienta biotecnoldgica
para mejorar la calidad del forraje. Teniendo en
cuenta experiencias con otras leguminosas que

son utilizadas para dinamizar el ciclo del nitrégeno,
se desarrollaron estas investigaciones en el Centro
de Investigacién Tibaitatd de AGROSAvVIA. El objetivo
principal del presente estudio fue aislar, seleccionary
caracterizar, mediante metodologias convencionales,
cepas nativas de rizobios asociadas a A. decurrens en
los municipios de Mosquera, Susa, Cucunubd y Ubaté
(Cundinamarca).

® Figura 12.1. Acacia decurrens en un sistema silvopastoril del trépico alto colombiano.

Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles



® Figura 12.3. Fijacién biolégica de nitrégeno de 309

bacterias aisladas a partir de nédulos de 4. decurrens.
Fuente: Elaboracién propia

6 Desarrollo de la
investigacion y resultados

Se seleccionaron 16 cepasde untotal de 28 aislamientos, los cuales presentaron

caracteristicas propias de los rizobios: colonias redondas, opacas, con poca o

nula absorcién del colorante rojo Congo, presencia de mucosidad y bordes lisos

(figura 12.2); ademas, microscopicamente, son bacilos Gram-negativos.
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® Figura 12.2. Cepa RS04 en medio de cultivo YmMA suplementado con rojo Congo. TE
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Resultados relevantes

Las cepas aisladas fueron caracterizadas por su tipo

de crecimiento en medio de cultivo YMA, con adicion de
azul de bromotimol, y se determiné su capacidad de
fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) y su produccion
de indoles totales. El medio de cultivo YMA con azul de
bromotimol fue alcalinizado por las cepas RM01, RM04,
RM05, RCCO1, RCCO02, RCC0O3, RCCO5 y RUO1. A su vez,
fue observada acidificacion en el mismo medio por las
cepas RM02, RM03, RM06, RS01, RS02, RS03, RS04 y
RCCO4. Los 16 aislamientos fueron capaces de producir
nédulos en la planta huésped; sin embargo, solo 5 fueron

eficientes en ensayo de reduccion de acetileno (ARA); la
cepa RSO01 presentd el mayor valor, 1.154,40 nmol de
C,H, h" mL", seguida por la cepa RCCO2, con un valor
de 1.127 nmol de C,H, h”" mL" (figura 12.3). Vincent et
al. (2019) estudiaron la nodulacién en plantas de Acacia
spirorbis (perteneciente a la misma familia del presente
estudio) y encontraron que las cepas de Bradyrhizobium
sp. y Paraburkholderia sp. presentaron resultados de
FBN de 130+0,07 y 140+0,08 nmol de C,H, h' planta™,
respectivamente, valores que son muy inferiores a los
encontrados en este estudio.

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

: e . 2 = =
Cepas

Las cepas En cuanto a la produccién de compuestos indélicos, se evaluaron 5 aislamientos
seleccionadas, RUO]y selecuo.n’ados por su mayor produccién de materla.seca,. mayor capacidad de
nodulacién y mayor desarrollo de la planta. Los aislamientos RUO1 y RM02
RSOZ,presenmron los presentaron los valores mas altos (22,19 y 20,13 ug de acido indolacético [alA]
valores mds alfosen  mL-, respectivamente) con respecto al testigo, C50 (10,76 ug de Ala mL") (figura
lgsprugbas in vitro. 12.4),valoresinferiores a los reportados por Subudhi et al. (2020) para Rhizobium

alamii (89,00 pg de Ala mL™") aislada de nddulos de Acacia mangium.
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® Figura 12.4. Produccién de compuestos indélicos

en bacterias aisladas a partir de nédulos de 4. decurrens.

Fuente: Elaboracién propia

Compuestos indélicos
(ug de indol mL-")
N
o

C50
RCCO1

De acuerdo con las pruebas de nodulacién realizadas
preliminarmente, no se encontraron diferencias
significativas (p < 0,05); sin embargo, hay que
destacar que el aislamiento RM02 presenté la mejor
respuesta en las variables de peso fresco de la parte
aérea (1,79 g), peso seco de la parte aérea (0,649 g) y
longitud de la parte aérea (17,87 cm). El aislamiento
RCCO1 presentd un incremento del 39,47% en
materia seca y del 24,67 % en longitud de la raiz,
con respecto al testigo absoluto, a la aplicacién de
fertilizante quimico y a las cepas de referencia C50 y
UFLA1 (Bonilla et al., 2010).

Conclusion

Estos resultados nos permiten concluir que las cepas
RS01 y RUO1, aisladas de A. decurrens, pueden servir
como principios activos de biofertilizantes nitrogenados,
debido a su eficiencia en la actividad nitrogenasa y su
produccion de compuestos indélicos.

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible
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Efecto de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPB) asociadas
a Cenchrus clandestinum en el

Altiplano Cundiboyacense

Introducciéon

Cenchrus clandestinum Hochst. ex Chiov. (kikuyo) digerible y a que cuenta con un alto valor proteico,
es una graminea introducida en Colombia bajo contenido de fibra y altas propiedades
que se adapta bien entre los 1.000 y los nutritivas (Naranjo, 2002). También se emplea en la
3.900 ms.n.m. (Salazar Ulloa, 2016). Se la utiliza recuperacién de suelos degradados en ambientes
para la alimentacién de ganado debido a su rapida frios y para el control de la erosion, aplicada como
tasa de crecimiento, a que es apetecible y altamente  cobertura del suelo (figura 12.5).

® Figura 12.5. Pradera de pasto kikuyo en el trépico alto colombiano.

Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles
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Desarrollo de la
investigacion y resultados

Las cepas 5By 4K, aisladas a partir de suelo rizosférico
de Alnus acuminata y P. clandestinum e identificadas
como Stenotrophomonas sp. y Pseudomonas sp.
—respectivamente— mediante secuenciacién parcial
del gen 16S rADN, fueron llevadas a pruebas de
invernadero para determinar su eficiencia en la
produccién de biomasa del pasto kikuyo.

Resultados
relevantes

Las cepas 5By 4K fueron eficientes en FBN, que fue medida
con ARA, en solubilizaciéon de fésforo y en produccion de
compuestos inddlicos (tabla 12.1), cuyos resultados fueron
inferiores a los reportados por Romero-Perdomo et al.
(2017) en produccién de AlA por parte de las accesiones de
Klebsiella sp., Beijerinckia sp.y Achromobacter sp., evaluadas
por ellos en la misma especie vegetal.

® Tabla 12.1. Caracterizacién de la promocién del crecimiento iz vitro de las cepas 4K y 5B

Fuente: Elaboracién propia

Solubilizacién de fésforo E Producciéon de compuestos Fijaciéon de nitrégeno
(pg de PO > mL") indélicos (pg mL™) (nmolde C,H, h'' mL")
4K: 68,10 + 0,22 b 4K:0,72 £ 0,009 b 4K:184,47 +3,29a

5B: 96,01 + 0,03 a 5B:1,15+0a 5B:183,42+6,15a

Nota: Las letras indican subgrupos homogéneos obtenidos con la prueba Hsp de Tukey.

Aislamiento, selecciéon y
caracterizacion fenotipica
de bacterias simbidticas
asociadas a trébol rojo
(Trifolium pratense) en el
trépico alto colombiano

Introduccion

Trifolium pratense es una leguminosa que se encuentra distribuida en las
praderas del trépico alto colombiano en asociacién con Cenchrus clandestinum, y
forma asociacion simbidtica con bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico tipo
rizobios. Como resultado de la asociacion, Wheeler et al. (1997) reportaron que es
responsable de fijar 65 kg de N, ha™' afio™'. Por este motivo, el objetivo del presente
estudio fue aislar y caracterizar rizobios con alta capacidad de FBN, produccién de
compuestos indélicos y solubilizacion de fosfatos en T. pratense (figura 12.6).

Los muestreos en planta fueron realizados 70, 100 y 130 dias después de la
siembra (DDS), y se obtuvieron resultados positivos a los 70 bbs en la variable
de peso seco de la parte aéreay radical en los tratamientos de testigo quimico
y en el inoculado con la cepa 5B, ademdas de que se presentd un incremento
del 21 % en la longitud aérea. Los resultados a 100 y 130 pDs presentaron
diferencias significativas (p < 0,05) en el tratamiento inoculado con la cepa
4K y en el tratamiento inoculado con la cepa 5B, en todas las variables
agrondmicas evaluadas, con respecto al control no inoculado. Asimismo, a
los 100 y 130 pbs, los tratamientos inoculados superaron en mas del 80%
al testigo absoluto en la variable de peso fresco aéreo, y en las variables de
peso seco de la raiz y longitud aérea los valores aumentaron en mas del 50 %
y el 25%, respectivamente, en comparacién con los tratamientos testigos a
los 100 pbs (Criollo et al., 2012).

Conclusion

Las cepas 4K y 5B mostraron capacidades de promocion del crecimiento
vegetal de P, clandestinum a los 100 y 130 dias de muestreo, al incrementar
el peso fresco y seco de la planta en relacién con el control quimico, bajo
condiciones de invernadero.

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

m Figura 12.6. Plantas de Trifolium pratense

inoculadas con cepas presuntivas de rizobios.
Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles
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Desarrollo de
la investigacion
y resultados

Se obtuvieron 20 cepas presuntivas de rizobios aisladas
de nédulos colectados en Mosquera, 12 en Boyac3, 6 en
Ubaté y 6 en Pasto.

Resultados relevantes

Las cepas aisladas de Mosquera y Boyaca presentaron
crecimiento a las 24 horas de incubacién y acidificacién
del medio de cultivo YMA suplementado con azul de
bromotimol, mientras que las cepas aisladas de Ubaté
y Pasto presentaron tiempos de crecimiento que
variaron entre 48 y 72 horas. Todas las cepas aisladas
presentaron colonias redondas, con poca o nula
absorcion del colorante rojo Congo, y fueron bacilos o
cocobacilos Gram-negativos en la tincién diferencial de
Gram (figura 12.7).

m Figura12.7. Cepa'T88. 4. En medio de cultivo Yma suplementado con azul de bromotimol;

b. Vista microscépica en objetivo de 100x.
Fotos: Sistemas Agropecuarios Sostenibles

Losresultados de FBN mostraron resultados favorables
para la accesion F2C3(2)U, aislamiento proveniente
del Valle de Ubaté, con una produccién de 1.173 nmol
de C,H, h” planta”, siendo estadisticamente diferente
de las demas cepas (p < 0,05), seguido por la cepa
F1C10PN, de una produccién de 910 nmol de C,H, h"

planta™, mientras que las cepas aisladas de Mosquera
y Boyaca presentaron valores inferiores (tabla 12.2).
Estos resultados fueron superiores a los reportados
por Matse et al. (2020) en cepas de Rhizobium sp., con
valores de 22y 28 nmol de C,H, h”' planta™.

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

® Tabla 12.2. Resultados de fijacién biol6gica de nitrégeno (FBN) en las cepas aisladas de Trifolium pratense

Fuente: Elaboracién propia

n F2C3(2)U

FBN (nmol de C,H h planta’): 1.173 a

F1C10PN
FBN (nmol de C,H_ h™' planta™): 910 ab

B TT3

FBN (nmol de C,H_ h planta™): 390 ¢

B T4
FBN (nmol de C,H, h™' planta): 410 ¢

Nota: Las letras indican subgrupos homogéneos obtenidos con la prueba Hsp de Tukey.

En cuanto ala produccién de compuestos inddlicos (figura
12.8), los aislamientos de Mosqueray Boyaca presentaron
los mejores resultados en los aislamientos TT3 y TT4,
con valores de 0,24 y 8,15 yg mL", respectivamente,
mientras que, de los aislamientos de Ubaté y Pasto, la
cepa F1C7 fue la que presenté mayor produccién de
indoles, con 93,281 pug mL' (p < 0,0001), seguida por

la cepa F2C3(2)U, con un valor de 60,825 ug mL", y la
producciéon mas baja de AlA se observo en la cepa TT3(1),
con un valor de 14,860 ug mL". Los resultados obtenidos
por los aislamientos de Mosquera son similares a los
reportados por Matse et al. (2020), quienes obtuvieron
valores de 13,3y 13,8 ug mL" en cepas de Rhizobium sp.
aisladas de Trifolium repens.
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m Figura 12.8. Produccién de compuestos indélicos en las cepas aisladas de 77 prazense

en Cundinamarca y Narifio.
Fuente: Elaboracién propia
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La respuesta en planta no se vio influenciada por la inoculacién de las cepas
aisladas de Narifio y Ubaté, puesto que en las variables evaluadas (longitud de
la parte aérea y de raiz, y peso fresco y seco de la parte aérea y de raiz) no se
presentaron diferencias estadisticas significativas, mientras que los aislamientos
de Mosquera y Boyacd si presentaron un efecto promotor del crecimiento,
expresado especialmente por la cepa TT7 en la variable de peso seco de la
parte aérea (incremento del 96 %), respecto al testigo absoluto, resultados que
se pueden comparar con los obtenidos por Cruz-Gonzalez et al. (2017), quienes
reportaron un incremento de los pesos y las longitudes de Trifolium rubens al ser
inoculado con tres cepas diferentes de Rhizobium leguminosarum.

Conclusion

Las cepas F2C3(2)U y F1C10PN, aisladas a partir de nodulos de T. pratense,
correspondientes macroscdpicamente a cepas tipo rizobios, fueron eficientes
en la fijacién de nitrégeno; la cepa F1C7 presentd los valores mas altos en
produccion de compuestos indélicos, y la cepa TT7 aumentd la produccion de
biomasa de la planta indicadora. Estos constituyen resultados destacables,
gue hacen que estas especies sean candidatas como principios activos de
biofertilizantes.

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible
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En la ganaderia del trépico bajo colombiano han
predominado los sistemas de produccién extensivos,
caracterizados por una baja eficiencia en el uso
del suelo y una marcada estacionalidad de la zona
(Lerner et al,, 2017). Ademas, el deterioro ambiental,
especialmente del suelo, atribuido a la deforestacion,
las quemas, la erosion y la pérdida de la biodiversidad,
genera fuertes implicaciones sobre la produccidn, la
calidad de los forrajes y la ganancia en peso de los
animales (Enciso et al., 2019). Entre las problematicas
involucradas en el manejo inadecuado del suelo en los
sistemas de produccién ganadera se presenta el uso
excesivo de determinados insumos quimicos de sintesis
gue buscan suplir las necesidades de las especies
forrajeras (Castro-Rincon et al., 2018); sin embargo,
estos insumos generan efectos negativos sobre los
ecosistemas y el medio ambiente, deteriorando las
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas propias
de los suelos, lo cual conlleva, a su vez, el deterioro
de diversos aspectos relacionados con la calidad de
vida de los productores y consumidores (Massah &
Azadegan, 2016).

Esta situacion va en contravia de las politicas y los
retos generados por la globalizacidon, que exigen
maximizar la eficiencia de los recursos y a la vez

propenden por el manejo sostenible de los sistemas
de produccién ganadera (Patrizi et al., 2018). Entre las
posibles alternativas amigables con el medio ambiente
se encuentra el uso de enmiendas organicas que
complementen lafertilizaciénde los suelos sin conllevar
riesgos ambientales y a la salud de productores y
consumidores (Soares Filho et al., 2018). Es por esto
qgue el empleo de biofertilizantes formulados a partir de
microorganismos que promuevenelcrecimientovegetal
y aumentan la disponibilidad de nutrientes necesarios
paraeldesarrollodelaplantase perfilacomounaopcién
para optimizar la fertilizacién tradicional, teniendo
como valor agregado que se producen a bajo costo y
qgue son ecoldgicamente sostenibles (Bensidhoum &
Nabti, 2020). Por esa razon, en el presente proyecto
se busco contribuir al mejoramiento de la produccién
de carne en el departamento del Cesar, mediante
el incremento de la calidad y la cantidad del forraje
de la especie Vigna unguiculata, con cepas nativas de
rizobios, a partir de leguminosas forrajeras. Para llevar
a cabo esta investigacion, se conté con el desarrollo
de diferentes trabajos en microbiologia de suelos para
aislar y caracterizar las cepas nativas, y, por ultimo, se
llevd a cabo la aplicacién en campo de prototipos de
biofertilizantes para la produccion de heno y se evalué
la ganancia en peso del ganado vacuno.

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Aislamiento y caracterizacion
de rizobios asociados a Vigna
unguiculata en el Valle del

Cesary La Guajira

Introduccion

En los sistemas ganaderos tropicales se propende
por el uso de plantas leguminosas debido a que
muchas de ellas se asocian en sus raices con un
grupo de microorganismos denominados rizobios para
establecer una relacién simbidtica en la que la bacteria
provee a la planta de compuestos nitrogenados y la
planta provee a la bacteria de compuestos carbonados
(Ohyama & Pham, 2006). Esta simbiosis se lleva a cabo
dentro de una estructura especializada denominada
nddulo, que es el érgano capaz de llevar a cabo el
proceso de fijacion bioldgica de nitrogeno (Poole et al.,
2018). Varios estudios han reportado que el potencial
de la interaccién simbidtica de suplir nitrégeno
disponible en cultivos como soya y otras leguminosas
se encuentra entre el 70% y el 100% respecto a la
fertilizacion quimica nitrogenada (Torabian et al., 2019).

Desarrollo de la
investigacion y resultados

Toma de muestras
y recuento poblacional

Los muestreos se realizaron en cultivos de diferentes
especies de leguminosas previamente establecidos
en los departamentos del Cesar (municipio La Paz)
y La Guajira (municipio Distraccion), y se hicieron en
dos épocas climaticas diferentes: sequia y lluvia. Una
vez separados los noédulos de las raices, estos se
depositaron en tubos de ensayo con gel de silice, para
suconservacion,y luego se llevaron al laboratorio, junto
con las muestras de suelo, para su procesamiento. Las
muestras de suelo fueron diluidas e inoculadas en

semillas pregerminadas de frijol caupi para realizar
la cuantificacién poblacional de rizobios de acuerdo
con la técnica estadistica del nimero mas probable
(Oblinger & Koburger, 1975). Asi, se evalué la formacion
de nédulos a los 60 dias mediante un muestreo
destructivo, verificando la presencia de nédulos, los
cuales fueron conservados con la metodologia descrita
anteriormente. De esta manera, se determiné que la
poblacién se encontré en un promedio de 3,26 x 10*
rizobios g de suelo™.

Capitulo 13. Experiencia AGROSAVIA en frijol (Vigna unguiculata) para ensilaje.
Uso de rizobios nativos en leguminosas forrajeras como biofertilizantes en el mejoramiento de la produccién de ganado

de carne en el Valle del Cesar



322

Aislamiento de rizobios y
descripcion fenotipica

Los nddulos fueron sumergidos en etanol (95 %) durante
un minuto y transferidos a una solucién de hipoclorito
de sodio (3 %) para su desinfeccidn. Se realizaron cinco
lavados con agua destilada estéril para retirar los
residuos de las soluciones desinfectantes. Se colocaron
los nddulos en un crisol estéril y se maceraron con el
fin de liberar los bacteroides presentes. Para realizar
el aislamiento de las cepas de rizobios, la solucién
obtenida se sembré en placas con medio de cultivo YMA
con los colorantes rojo Congo y azul de bromotimol, las
cuales se incubaron a 30+2 °Centre 5y 15 dias.

A partir de nddulos colectados de las raices de frijol
caupi, se obtuvieron 20 aislamientos presuntivos de
rizobios, los cuales, de forma general, presentaron
colonias redondas, blancas, de crecimiento rapido y
elevacion convexa, que acidificaron el medio de cultivo
(yma + azul de bromotimol). Ademas, presentaron
formaciéon y elasticidad de mucosidad variable de
acuerdo con el aislamiento. Las diferencias en la
caracterizacion permitieron establecer la presencia
de diferentes morfotipos entre los aislamientos, los
cuales presentaron en su totalidad la caracteristica
microscoépica de bacilos Gram-negativos, propia del
grupo de los rizobios.

Evaluacion de la fijacion
biologica de nitrogeno

y de la produccion de
compuestos indolicos

La prueba indirecta de reduccion de acetileno (ARA,
por sus siglas en inglés: acetylene reduction assay)
fue empleada para evaluar la fijacion bioldgica de
nitrégeno. Mediante esta técnica se determina la
actividad de la enzima nitrogenasa, la cual reconoce
la presencia de enlaces triples como el que esta
presente en la estructura de la molécula de acetileno,
reduciendo este compuesto a etileno, el cual es
detectado mediante cromatografia de gases, lo que
permite estimar la cantidad de nitrégeno molecular
gue el microorganismo seria capaz de reducir a amonio

mediante la actividad de la misma enzima (Saiz et al,,
2019). Con este fin, se emplearon las raices noduladas
con cada uno de los aislamientos seleccionados y las
cepas de referencia (UFLA1 y UFLA2), las cuales, en
presencia de una atmdsfera con un 10% de acetileno,
fueron incubadas durante una hora a temperatura
ambiente. La concentracién de etileno producido fue
determinada a partir de una muestra de la atmdsfera
en contacto con los nédulos (Grove & Malajczuk, 1987).

Los aislados de La Guajira que presentaron la mayor
actividad nitrogenasa fueron G56A (8.558,97 nmol
de C,H, h'' planta”) y G54B (3.216,23 nmol de C,H, h
planta'), y los del Cesar fueron A01 (6.082,69 nmol
de C,H, h'' planta”) y B02 (3.211,80 nmol de CH, h”
planta™). Estos valores de los aislados nativos muestran
una mayor eficiencia en la actividad nitrogenasa que los
aislados de referencia provenientes de Brasil: UFLA1
(3.005,76 nmol de C,H, h"' planta™) y UFLA2 (3.125,38
nmol de C,H, h”' planta) (figura 13.1).
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® Figura13.1. Actividad de reduccién de acetileno como indicador de la fijacién biolégica de

nitrégeno de los aislamientos del Cesar.
Fuente: Elaboracién propia

Reduccion de acetileno
(nmol de C,H, h™' planta™)

A01
G56A
G54B

La prueba de deteccién de compuestos indélicos se
basa en la capacidad microbiana para metabolizar
precursores e intermediarios, como el aminoacido
triptéfano, convirtiéndolos en compuestos como el
acido indol-3-acético (AlA), el cual es capaz de regular
el crecimiento de la planta al inducir su elongacién
(Egamberdieva et al., 2017). En ese sentido, a partir
del cultivo de los aislamientos por evaluar en medio

BO1
Co1
UFLA1
UFLA 2

Aislamientos

con triptéfano, se determiné la concentraciéon de
compuestos indélicos producidos mediante reaccién
colorimétrica (Glickmann & Dessaux, 1995). Los
resultados mostraron que solo el aislamiento G58A,
de La Guajira, fue capaz de sintetizar sustancias tipo
indol. Este aislamiento, al tercer dia de evaluacidn,
presentd su pico de produccién en 15,36 ug de indoles
mL-" (figura 13.2).

® Figura13.2. Produccién de compuestos indélicos por el aislamiento G58A, de La Guajira.

Fuente: Elaboracién propia
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Determinacion del efecto de la inoculacion de los aislamientos
seleccionados en pruebas de invernadero

Con el fin de determinar el efecto de la inoculacién de
los aislamientos que demostraron tener potencial en la
promocidn de crecimiento vegetal sobre el frijol caupi, se
establecieron pruebas en invernadero bajo condiciones
semicontroladas y fertilizacién con solucién Hoagland
libre de nitrégeno; se evaluaron 10 tratamientos a
los 60 dias después de la emergencia, y las variables
agrondmicas evaluadas fueron peso fresco y seco,
longitud de la parte aérea y radical, y nimero y peso
fresco de nédulos.

Los resultados mostraron que la aplicacién de
la soluciéon de Hoagland libre de nitréogeno en el
tratamiento quimico mejord significativamente las
longitudes y la biomasa vegetal, tanto en la raiz como
en la parte aérea, en comparacion con el testigo
absoluto (tabla 13.1). Ademds, en ninguno de estos

dos tratamientos se evidencié presencia de nédulos.
Respecto a los tratamientos inoculados, se observd,
en general, un efecto promotor de crecimiento sobre
el frijol caupi frente al testigo quimico. En la longitud
de la parte aérea, la cepa G58A ejercié la mayor
promocién de crecimiento, con un aumento del 14 %,
seguida de la cepa BO1, con el 6%. En cuanto a la
longitud radicular, las cepas G52A y G58A generaron
un incremento del 98% y el 50 %, respectivamente.
Respecto a la biomasa vegetal, G58A fue la cepa
que madas aumentd significativamente las cuatro
variables medidas, con aumentos superiores al
100 %. Asimismo, la inoculaciéon de G58A generod el
mayor nimero y peso de nddulos en el frijol caupi. De
esta manera, los hallazgos sugieren que la cepa G58A
generd el mayor efecto promotor del crecimiento
vegetal (figura 13.3).
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® Tabla 13.1. Resultados de la evaluacién de las variables agronémicas en planta después de la 325
nodulacién con aislamientos obtenidos a partir de muestras de suelo y nédulos

Fuente: Elaboracién propia

n Longitud de la parte
aérea (cm planta™?)
Testigo absoluto: 10 h
Testigo quimico: 16,4 cd
UFLA1:16,5 bc
UFLA2:15,9 cde
G52A:15,5 fde
G54B:13,1g
G56A:14,3f
G58A:18,8a
A01:15,4¢
BO1:17,4b

n Peso fresco de la raiz
(g planta™)
Testigo absoluto: 0,2 f
Testigo quimico: 0,4 ef
UFLA1: 0,9 bc
UFLA2:1b
G52A:0,4 ef
G54B: 0,6 de
G56A:0,7 cd
G58A:2,2a
A01:0,5de
B01:1b

Nédulos planta™!
Testigo absoluto: 0 f
Testigo quimico: 0 f
UFLA1:4e
UFLA2:10,3 ¢
G52A:6,7d
G54B:11¢
G56A:7,3d
G58A:19,3a
A01:10,7 c
B01:15,3b

E Longitud de la raiz
(cm planta™)
Testigo absoluto: 8,7 h
Testigo quimico: 12,3 g
UFLA1:17,7 cd
UFLA2:17 de
G52A:24,42
G54B:17,1de
G56A:16,4¢
G58A:18,5 b
A01: 15,4
B01:19b

H Peso seco de la parte
aérea (g planta™)
Testigo absoluto: 0,1 b
Testigo quimico: 0,2 b
UFLA1:0,1b
UFLA2:0,2b
G52A:0,1b
G54B:0,1b
G56A:0,2b
G58A:0,5a
A01:0,2b
B01:0,2b

B Peso fresco de la parte
aérea (g planta™)
Testigo absoluto: 0,2 d
Testigo quimico: 0,7 bc
UFLA1: 0,5b
UFLA2:0,6 bc
G52A:0,7bc
G54B: 0,7 bc
G56A:0,8b
G58A:1,1a
A01:0,7 be
B01:0,7 be

n Peso seco de la raiz
(g planta™)
Testigo absoluto: 0,1a
Testigo quimico: 0,1 a
UFLA1:0,1a
UFLA2:0,1a
G52A:0,1a
G54B:0,1a
G56A:0,2a
G58A:0,2a
A01:0,1a
B01:0,2a

n Peso fresco de los nédulos (g planta™)

Testigo absoluto: 0 b
Testigo quimico: 0 b
UFLA1:0,1ab
UFLA2:0,1ab
G52A:0,1ab

G54B: 0,1 ab
G56A:0,1ab
G58A:0,2 ab
A01:0,1ab

B01:0,1 ab

Nota: Los valores de la misma columna con diferente letra presentan diferencias estadisticamente significativas a un 95 %

de confianza de acuerdo con la prueba HsD de Tukey.
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m Figura 13.3. Planta de frijol. 4. Planta inoculada; 4. Planta sin inocular a nivel de campo.

Fotos: Sistemas Agropecuarios Sostenibles

Identificacion molecular de las cepas eficientes

Los resultados obtenidos bajo condiciones de invernadero
arrojaron que la cepa mas eficiente para la leguminosa
frijol caupi (Vigna unguiculata) es la G58A, razoén por la
cual se realizé su identificacion genética utilizando la
secuencia 16S rARN ribosomal.

Los resultados de esta secuenciacion determinaron que la
cepa G58A, asilada de ndédulos de frijol caupi, corresponde
al género Rhizobium sp., con un porcentaje de similitud del
99 % con respecto a la base de datos GenBank (figura 13.4).

m Figura 13.4. Gel de electroforesis, en agarosa, para andlisis del gen 16S rARN de la cepa G58A.

Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles
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Conclusiones

El desarrollo de este estudio permitié observar que
la densidad poblacional de rizobios en los suelos
evaluados reporta un valor mayor a 1x10%uUFc g de
suelo’. Ademas, se observé un mayor nimero de
nédulos en las muestras del departamento del Cesar,
con un promedio de 574, en comparacién con el
departamento de La Guajira, con un promedio de 394.

Al evaluar la actividad bioldgica de las cepas aisladas,
se logré comprobar que, en la prueba de reduccién de
acetileno, el aislamiento G56A presenté una mayor

actividad con respecto a los demas aislamientos
de La Guajira y a los aislamientos obtenidos del
Cesar. Asimismo, los aislamientos de La Guajira
presentaron una mayor produccion de indoles
totales que los aislamientos del Cesar. Los mayores
valores se presentaron en las cepas G52A y G58A.
En el experimento bajo condiciones de invernadero,
se encontré que las cepas aisladas promueven el
crecimiento del frijol caupi, donde la cepa G58A
mostré el mayor potencial biofertilizante y luego fue
identificada como Rhizobium sp.

Inoculacion de Vigna unguiculata con

cepas nativas de rizobios para evaluar la
ganancia en peso de terneros de levante

Los resultados evidenciados con la inoculacién de
la cepa Rhizobium sp. G58A sobre el crecimiento del
frijol caupi en invernadero mostraron un potencial
biofertilizante, lo que permitiéd continuar con estudios
en campo. El objetivo fue corroborar los efectos
positivos en la produccidén y calidad del forraje y en la
ganancia en peso de terneros de levante.

Introduccion

La alimentaciéon de rumiantes en el Caribe seco
colombiano estd basada en el uso de forrajes,
generalmente de baja oferta y calidad nutricional
como consecuencia de procesos de degradacidén
del suelo o falta de implementacion de practicas
sostenibles en la produccién (Capstaff & Miller,
2018). Asimismo, la estacionalidad climatica afecta
drasticamente la productividad de las pasturas en
época seca (Grossi et al., 2018). Esta baja oferta y
calidad nutricional de los forrajes utilizados para la
alimentaciéon de los bovinos de la region se manifiesta
en bajas ganancias diarias de peso por animal (350
g dia), con capacidades de carga de 0,6 animales
hectarea' (Da Luz et al, 2019). Estos parametros

productivos son susceptibles de incrementarse con
el desarrollo de practicas sostenibles de produccién
de forrajes, basadas en el uso de biofertilizantes, los
cuales pueden mejorar la oferta y calidad nutricional
de los forrajes en la regién y propiciar, asi, el aumento
en la produccién de carne por animal y unidad de area
(Hungria et al., 2016; Zayed, 2018). Con base en lo
anterior, se plantea la utilizacién de una cepa nativa de
leguminosa forrajera desarrollada con la tecnologia
del uso de biofertilizantes para complementar la
alimentacién de bovinos de ceba en época seca, con
el propdsito de mejorar los parametros productivos.
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Desarrollo de la investigacion y
resultados: evaluacién en campo
de Vigna unguiculata

El experimento se realizo en la Estacidn Experimental Motilonia de AGROSAVIA,
localizada en la microrregién del Valle del Cesar, ubicada a una altitud de
160 ms.n.m., con una temperatura media anual de 29 °C, una precipitacion
promedio anual de 1.360 mm y enmarcada en la zona agroecoldgica Cj,
correspondiente a trépico seco colombiano. Durante la época de lluvia, se
establecio un lote de 0,7 ha de Vigna unguiculata inoculando la semilla con
la cepa seleccionada, Rhizobium sp. G58A, la cual fue producida en medio de
cultivo liquido YM (Vincent, 1970) a 30 °C, a 150 rpm, durante 24 horas. Se
utilizaron 25 kg de semilla ha™' y distancias de 0,5 m entre surcos y de 15 cm
entre plantas. Se realizé control de malezas con glifosato y basagran como
control de ciperaceas y fertilizacion basal con DAP y KCL, segln requerimientos
y ajustes, por analisis de suelos (figura 13.5). Adicionalmente, se evaluaron
las caracteristicas quimicas del suelo al inicio y final del cultivo, utilizando
los métodos descritos en el manual de suelos del Instituto Colombiano
Agropecuario (ica, 1989).

m Figura 13.5. Frijol establecido en campo.

Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles

Para la evaluacién de la produccién de heno al finalizar la época de lluvia
se realiz6 la cosecha de frijol caupi cuando el 70% de las vainas presenté
llenado inicial del grano, el cual se llevo a exposicion directa del sol para
disminuir el porcentaje de humedad y obtener un porcentaje de materia seca
cercano al 90 %; esto, con el fin de elaborar, de forma manual, las pacas de
heno. Asi, se elaboraron pacas de 12 kg, aproximadamente, y se almacenaron
para su posterior suministro a los animales.
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Con el fin de evaluar la calidad nutricional del forraje, los
contenidos de carbohidratos y proteinas se determinaron
por el sistema cNcps, de la Cornell University (Fox et
al., 2003); el fosforo y el calcio se determinaron, en
su orden, por colorimetria y espectrofotometria; la
digestibilidad, por el método de Tilley y Terry (1963),y FDN
(fibra detergente neutra) y Fpa (fibra detergente acida),
siguiendo los procedimientos de Van Soest et al. (1991).

Al realizar la inoculacion de Rhizobium sp. G58A
sobre Vigna unguiculata, los resultados mostraron un
incremento del 30,8 % en la produccidén de forraje verde
y del 31,2% en la produccién de heno, en comparacién
con el material sin inocular (figura 13.6).

m Figura 13.6. Produccién de forraje verde y de heno de Vigna unguiculata

con y sin inoculacién con la cepa G58A.
Fuente: Elaboracién propia

je

(t ha™')

Produccion de forra

Forraje verde
. Sin inocular

. Inoculado con G58A

Se observé un contenido mas alto de proteina en el heno
producido con semilla inoculada, lo cual se refleja en un
producto de mayor calidad. Asimismo, se encontré un
contenido de FDN y FDA menor en el heno inoculado, lo

Heno

cual es un indicador de mejora de la digestibilidad del
ensilaje. En general, el heno se encuentra dentro de los
pardmetros normales de un heno bajo las condiciones
de la zona (tabla 13.2).
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® Tabla 13.2. Calidad nutricional con fraccionamiento de proteinas para el heno,

con y sin inoculacién, en porcentaje
Fuente: Elaboracién propia

n Proteina H FDN

I

Con inéculo: 17,15 Con inéculo: 43,11 Con inéculo: 29,66
Sin inéculo: 13,44 Sin inéculo: 52,11 Sin inéculo: 35,98
n Degradabilidad in situ H Fraccion A (NNp) H Fraccion B1
Con inéculo: 69,95 Con inéculo: 6,29 Con inéculo: 37,49
Sin inéculo: 69,66 Sin inéculo: 8,68 Sin in6culo: 44,81

Adicionalmente, se evalué la respuesta animal calculando
la ganancia de peso de los animales. Esta se evalué
mediante el pesaje individual de los terneros cada
28 dias, con previo ayuno de 12 horas durante la
fase experimental, y sometidos al manejo sanitario y
general impartido en la explotaciéon. Para el ensayo, se
empled un diseno completamente al azar, aplicando un

analisis de varianza con el procedimiento 6LM (modelo
lineal generalizado) de sas (version 9.0), y una
comparacion de medias por la prueba de Tukey a un
nivel de confianza del 95%. La evaluacién demostré
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
en la ganancia de peso en los tratamientos evaluados
(figura 13.7).

m Figura13.7. Ganancia diaria de peso en novillos alimentados con pasto guinea cv. Tanzania, pasto
guinea cv. Tanzania més heno de Vigna unguiculata inoculado con Rhizobium sp. G58A y sin inocular.

Fuente: Elaboracién propia
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Ganancia de
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La ganancia diaria de peso de los animales en los tratamientos en que
se realizé la introduccién de heno en el sistema de alimentacién fue
estadisticamente superior a la del tratamiento testigo. Sin embargo, pese a
gue no se presentd diferencia estadistica en los tratamientos suplementados,
la ganancia en peso de los animales fue mayor cuando se introdujo heno de
frijol caupi inoculado en la dieta.

Conclusiones

La suplementacién en terneros de levante con heno de Vigna unguiculata
inoculada o sin inocular es superior en comparacién con la ganancia de
peso observada en el tratamiento de pasto guinea (Panicum maximum cv.
Tanzania) como Unica fuente de alimentacion. Sin embargo, no hay diferencias
significativas entre los tratamientos de suplementacién con Vigna unguiculata
inoculada y sin inocular. La suplementacién con heno de Vigna unguiculata
(inoculada y sin inocular) intensifica el sistema de produccién al incrementar
la carga animal en las praderas de pasto guinea, debido a la sustitucion de
una tercera parte de la oferta de pasto por el heno.
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Introduccion

El tomate (Solanum lycopersicum) es una hortaliza de gran importancia
para el mundo, donde se producen 211.021.843 toneladas (Camara de
Comercio de Bogota [ccB], 2015), asi como para Colombia, donde hay
16.725 hectareas sembradas, con una produccién de 682.572 toneladas,
principalmente en los departamentos de Boyacd, Antioquia, Norte de
Santander y Cundinamarca, que concentran aproximadamente el 65% de
esta produccién nacional (cc, 2015).

El tomate es una de las hortalizas que ha presentado un mayor crecimiento en
cuanto a produccion y consumo finales; de hecho, se estima que este aumento
es del 30% en comparacién con la década inmediatamente anterior, lo que se
explica por el hecho de que el tomate es uno de los productos favoritos de la
canasta familiar de muchos paises por su versatilidad en las preparaciones.

A nivel nacional, segun la base de evaluaciones agrarias del Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural, Antioquia se ha posicionado como la region
con mayor produccién, al consolidar 156.421 toneladas, seguida por Norte
de Santander, con 86.017; Boyac4a, con 72.851; Cundinamarca, con 70.631,y
Santander, con 65.948, para completar los primeros cinco departamentos de
la lista (ccB, 2015).

Sin embargo, el cultivo de tomate es altamente dependiente de la fertilizacion
de sintesis quimica para alcanzar estos elevados rendimientos de produccion,
pues necesita una alta disponibilidad de N, P, K, Ca, Mg, S y micronutrientes
como Fe, Mn, Cu, By Zn. El esquema de fertilizaciédn en este cultivo es muy
importante, ya que debe ser equilibrado y estar acorde a su edad. Por ejemplo,
se ha observado que cuando los agricultores sobrepasan la dosificacién de
N en el cultivo, se reducen considerablemente la formacion de frutos vy, por
ende, los rendimientos de produccién (Garcia Mufoz et al., 2013).

AGROSAVIA, en cumplimiento de su mision de entregar soluciones tecnoldgicas
a los pequefios y medianos productores agropecuarios colombianos, ha
desarrollado bioproductos con muy buenos atributos y con potencial para
ser usados en el cultivo de tomate, de tal manera que se pueda reducir el
impacto negativo causado por las practicas convencionales y se incrementen
tanto la calidad del producto como la competitividad del sector. Uno de estos
bioproductos con potencial es un biofertilizante a base de bacterias fijadoras
de nitrégeno que ha sido capaz de reducir hasta en un 50% la fertilizacién
nitrogenada de sintesis quimica en cultivos como el algodén (Bonilla & Pedroza,
2003; Bonilla Buitrago et al., 2001; Bonilla Buitrago & Morales, 2005), el maiz 'y
algunas pasturas.

Teniendo en cuenta lo anterior, se pretendié hacer mas eficiente la nutricién de
las plantas del cultivo de tomate, bajo condiciones de invernadero, por medio
de la aplicacion del biofertilizante a las plantas, para reducir la fertilizacién
edafica nitrogenada de sintesis quimica.

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Investigacion desarrollada

Microorganismosy
condiciones de cultivo

Las cepas AC1 y AC10 fueron suministradas por el Banco de Germoplasma
de AGROSAVIA y fueron multiplicadas mediante fermentaciones discontinuas
por separado, en medio de cultivo MBR (Moreno et al., 2011), en un biorreactor
Minifors (INF-30174) de 5 L, en condiciones de 500 rpm, 1 vvm y 30+2 °C,
durante 24 horas. Finalmente, el consorcio bacteriano se preparé mezclando
volimenes iguales de ambas cepas.

Ubicacidén y disefio
experimental

El experimento se llevd a cabo en el Centro de Investigacion Tibaitata de
AGROSAVIA, en el municipio de Mosquera, Cundinamarca, ubicado a 2.350
ms.n.m., con una temperatura media anual de 17 °C. Los tratamientos que
se implementaron se encuentran descritos en la tabla 14.1.

® Tabla 14.1. Tratamientos para la evaluacion del biofertilizante Monibac en el cultivo

de tomate bajo condiciones de invernadero
Fuente: Elaboracién propia

nTl HTS

Descripcidén: Testigo. Aplicacién del Descripcién: Aplicacién del 80% de N

100% de todos los nutrientes

H 6 I3

Descripcién: Aplicacion del 80% de Descripcién: Aplicacion del 60% de N

N + Monibac

B E 1

Descripcion: Aplicacién del 60% de Descripcion: Aplicacién del 40% de N

N + Monibac

nT4

Descripcion: Aplicacién del 40% de
N + Monibac
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Plantulas de tomate fueron inoculadas con Monibac
(biofertilizante a base de las cepas AC1 y AC10),
agregando 100 mL del biofertilizante en 10 L de agua
limpia, con una previa imbibicién de las raices de las
plantas antes de realizar el trasplante. Los tratamientos

fueron evaluados en un disefo de bloques completos
al azar (pBca), con tres repeticiones por tratamiento,
para un total de 21 unidades experimentales (UE).
Los pardmetros medidos en el ensayo se encuentran
descritos en la tabla 14.2.

® Tabla 14.2. Variables asociadas a la respuesta de la planta

Fuente: Elaboracién propia

Rendimiento y calidad de tomate

Descripcién: Se tomaron datos de rendimiento
total (peso de todos los frutos cosechados) de 10
plantas tomadas al azar con aparente crecimiento
homogéneo, y se cosecharon todos los frutos
viables. Se determiné la distribucién de los frutos
de tomate cosechados en las diferentes categorias
comerciales (primera, segunda, tercera o cuarta);
asi, se clasific6 el tomate de acuerdo con el peso:
mayor a 120 g: primera categoria; 80-119 g:

segunda; menos de 79 g: tercera; descarte: cuarta.

a Vida poscosecha

Descripcién: Se evalué visualmente la madurez,
sanidad y dureza de tres frutos escogidos de la
misma categoria, en cada uno de los tratamientos
evaluados. La evaluacién se realizé en un estante
metilico dentro de un cuarto aislado, donde se
mantuvo la temperatura ambiente, en los tres

eventos de muestreo.

Los tratamientos fueron establecidos de acuerdo con
el andlisis de suelo del sitio donde se estableci6 el
ensayo. La fertilizacién edafica base y la fertilizacién de
mantenimiento (fertirriego) fueron establecidas segun
el andlisis de suelo, la recomendacién agronémica y el

ajuste para el cultivo. Tres meses después de la siembra,
se inici6 la etapa de cosecha de los frutos de cada uno
de los tratamientos, proceso que se llevé a cabo durante
tres meses y medio, hasta la cosecha del décimo racimo
en las plantas.

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Resultados

Los resultados demostraron que el tratamiento 3 (figura 14.1) (aplicacion del
60% de N + Monibac) presenté una produccién de 5,2 kg de tomate planta™,
lo que representd un 0,5% mas que el tratamiento 1, en el que se aplico el
100% de la fertilizacidon de sintesis. Sin embargo, no se pudieron evidenciar
diferencias estadisticamente significativas en esta evaluacién. Estos resultados
demostraron que la aplicacion del biofertilizante Monibac permite reducir la
fertilizacion nitrogenada de sintesis quimica hasta en un 60% sin afectar los
rendimientos de produccién de tomate bajo condiciones de invernadero.

® Figura 14.1. Produccién de tomate durante un ciclo de cultivo.
Fuente: Elaboracién propia

Producciéon de tomate (kg planta™)

1 2 3 4 5 6 7

Tratamiento

. Total . Primera . Segunda Tercera

Nota: Las barras representan la media de produccién de 10 racimos durante 3 meses de evaluacién. No se presentaron
diferencias significativas (p < 0,05).
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El cultivo de tomate tiene altos requerimientos
nutricionales; por ejemplo, necesita aplicaciones frecuentes
de fertilizantes, y su aplicacion, en dosis adecuadas y en el
momento apropiado, de acuerdo con la etapa de crecimiento
y la fenologia de la planta, es la clave para obtener altos
rendimientos en este cultivo. Las principales etapas de
crecimiento del tomate son: fase vegetativa, floracién,
cuajado, crecimiento del fruto y cosecha. Asimismo, contar
con resultados de la calidad del agua es de gran importancia,
asi como los andlisis de suelos.

La aplicacion de biofertilizantes como Monibac al
sistema de cultivo beneficia a las plantas de diferentes
formas, y esto se ve reflejado en el crecimiento y
desarrollo del tomate bajo condiciones de invernadero.
La producciéon de auxinas es uno de los principales
mecanismos de promocién del crecimiento vegetal, ya
que estd fuertemente relacionada con los procesos de
fructificacion de las plantas (Dimkpa et al., 2009). Por
esta razén, se puede inferir que la inoculacién con este
biofertilizante favorecié la produccién de frutos, teniendo
en cuenta que Monibac se caracteriza por producir
sustancias tipo indol. Con relacion a los resultados
obtenidos en el presente estudio, se debe mencionar que
otros autores (Ahemad & Kibret, 2014) han reportado la
produccion de indoles y siderdforos y la solubilizacion de
fésforo como mecanismos que promueven el crecimiento
de las plantas (Olanrewaju et al., 2017).

Otros autores han reportado el efecto de cepas de
Azotobacter chroococcum, Azospirillum brasilense,
Rhizobium leguminosarum 'y Pseudomonas putida
sobre la produccién de tomate bajo condiciones de
invernadero, al aumentar el nimero de frutos entre el
11% y el 23,3% (Escobar et al,, 2011). Ademas, se ha
reportado que Pseudomonas fluorescens incrementa
esta produccion hasta un 13,35% (Kaur & Reddy,
2015); Bacillus subtilis, un 25% (Almaghrabi et al,,
2013), y Gluconacetobacter diazotrophicus, un 17,77 %
(Rios Rocafull et al., 2016), resultados que soportan lo
encontrado en el presente estudio.

Adicionalmente, se debe senalar que el sustrato
empleado en el ensayo fue suelo, posiblemente con
importantes concentraciones de compuestos fosfatados
organicos e inorganicos no disponibles que gracias a
la accién bacteriana fueron solubilizados y estuvieron
disponibles para las plantas. En ese sentido, Hariprasad
et al. (2009) evaluaron cepas de Bacillus sp., B. subtilis,
P putida, P, fluorescens y Enterobacter sp., que no solo
presentaron la capacidad de sintetizar acido indol-3-
acético (a1a), sino que ademas presentaron solubilizacién
de fésforo bajo condiciones in vitro, por lo que se encontré
un efecto positivo sobre el desarrollo de plantas de
tomate en cuanto a su longitud radical, altura, produccion
de biomasa y adquisicién de fdésforo al inocular estas
cepas (Atiyeh et al., 2000; De la Cruz-Lazaro et al., 2009).

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Con relacion a lo anterior, se puede observar, en
todas las variables agrondmicas evaluadas, que los
tratamientos inoculados que presentaron los mejores
resultados siempre superaron o igualaron al testigo
quimico, lo cual demuestra la importancia de este tipo
de inoculantes como complemento de la fertilizacion
de sintesis, y esto permite reducir su dosis e impactar
positivamente los cultivos, pues pueden posicionarse
en mercados verdes (Rodriguez-Dimas et al., 2007;
Romero-Perdomo et al., 2017).

Los resultados obtenidos por este estudio contrastaron
con los publicados por Hashemimaijd et al. (2004), quienes
senalaron que el mejor desarrollo del cultivo de tomate

se dio con diferentes proporciones de sustrato orgdnico
(entre 25% y 50%). Las diferencias que se encontraron
entre los tratamientos, a pesar de no ser estadisticamente
significativas, se pueden deber a la densidad de los
microorganismos, la tasa de mineralizacién y las
caracteristicas de cada uno de los sustratos (Santillana et
al., 2005). Al observar los resultados descritos en la figura
14.2, se puede encontrar la variacién en la concentracién
de microorganismos (UFc g de suelo”) en todos los
tratamientos antes de la aplicacion del esquema de
biofertilizacion (figura 14.2a) y cuatro meses después de
la siembra (figura 14.2b). En el tratamiento 3 se observa
un aumento en la cantidad de microorganismos respecto
del tratamiento control (T1).

® Figura 14.2. Recuento de microorganismos totales (bacterias, hongos y actinobacterias). 4. Antes
de la aplicacién de materia orgdnica como enmienda de la fertilizacion edéfica; 4. Cuatro meses

después de la siembra.
Fuente: Elaboracién propia

Concentracion (urc mL")

4 5 6 7

Tratamiento

Concentracion (urc mL")

4 5 6 7

Tratamiento

. Bacterias Hongos
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De acuerdo con Marquez-Quirozetal.(2013),la cantidad de microorganismos
totales es importante para definir la calidad de los suelos destinados al
cultivo de tomate bajo condiciones de invernadero. Segin la comparacion de
medias, se pueden estimar diferencias estadisticas entre los tratamientos
propuestos, razén por la cual se hace evidente la importancia de la adicion
de microorganismos al suelo, ya que se establecen relaciones benéficas
entre las bacterias y hongos y las raices de las plantas, y de esta manera
se puede aumentar la eficiencia en la toma de nutrientes por parte de las
células vegetales.

En el ensayo poscosecha se pudo observar que los tomates recolectados y
almacenados pertenecientes al tratamiento 1 presentaron signos de deterioro
después del dia 15 de evaluacion (figura 14.3a), mientras que los tomates
recolectados de los tratamientos inoculados presentaron estos mismos
sintomas a partir del dia 21 de evaluacion (figura 14.3b), lo que representa un
aumento de la vida en poscosecha del 40 % con respecto al testigo.

® Figura 14.3. Evaluacién de los tomates en poscosecha. a. Tratamiento testigo; 4. Tratamiento 3.

Fuente: Elaboracién propia
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Conclusiones

De forma preliminar, se puede establecer que la
inoculacidn de las plantas de tomate con el biofertilizante
Monibac exhibe un gran potencial para estimular el
crecimiento y la produccién de este cultivo. El uso de
este tipo de bioproductos puede ser una alternativa
prometedora para el cultivo de tomate y la produccién
en la agricultura sostenible, teniendo en cuenta que
disminuiria elimpacto sobre el medio ambiente al reducir
el uso excesivo de fertilizantes de sintesis quimica. De
igual forma, se podran reducir los costos de produccién

por el rubro de fertilizacién, al requerirse la mitad de la
dosis del fertilizante quimico, que, al ser suplementado
con el biofertilizante, genera los mismos resultados.
Por tanto, la inoculacién con estos microorganismos
promotores del crecimiento vegetal representa una
alternativa limpia y segura para asegurar la fertilizacién
de los cultivos sin incurrir en los costos ambientales y
econdmicos de la fertilizacidon quimica tradicional, lo que
aporta, asi, al mejoramiento de la calidad de vida de los
productores de tomate.
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Introduccién

El desarrollo tecnolégico de biofertilizantes requiere
el trabajo en equipo de especialistas en diversas
disciplinas que abarcan la biologia, la ingenieria
agricola, la microbiologia, la ingenieria quimica y la
guimica farmacéutica, entre otras, con el fin de aplicar
sus conocimientos y experiencia en las diferentes
etapas de investigacion en campo, laboratorio y
planta piloto. Desde hace mas de veinte afos, en

AGROSAVIA se han realizado trabajos de investigacion
con microorganismos fijadores de nitrégeno que han
resultadoenelregistrode bioproductos oinoculantesde
alta calidad y elevada eficiencia en diferentes sistemas
vegetales. A continuacién se describen algunos casos
de estudio asociados a las etapas de produccion por
fermentacién y formulacién de biofertilizantes en el
contexto nacional.

Caso de estudio AGROSAVIA: disefio
de una formulacidén sélida a base
de Bradyrhizobium japonicum (J96)
para su uso en soya

Existe una gran cantidad de soportes o portadores para
inoculantes, entre los cuales se conocen el cuarzo,
arenas, arcillas, materiales inertes, el bagazo y la turba
(Ben Rebah et al., 2007; Brockwell et al., 1988; Daza et
al., 2000; Roughley, 1970; Smith, 1992; Stephens & Rask,
2000). Las turbas son los materiales mas cominmente
utilizados en el mundo para la produccion de inoculantes
(Hartley et al., 2005; Smith, 1995).

En Colombia, la consecucién de turbas aptas para este
propdsito es limitada, de manera tal que son pocos los
materiales que se tienen identificados como promisorios.
Por esta razén, se evaluaron dos materiales turbosos
denominados La Selva y La Laguna, debido a su alta
capacidad de retencion de humedad, ausencia de
elementos téxicos, facilidad de esterilizacion, adecuada
aireacion y facil manejo en su produccidn y en su aplicacién
en campo, ademas de que permiten una facil liberacién de
la bacteria en campo y son de bajo costo (Bashan, 1998;
Ben Rebah et al.,, 2002; Burton, 1981; Denardin & Freire,
2000; Hartley et al., 2005; Munévar, 1989; Smith, 1995).

Se establecieron experimentos de evaluacion del
soporte o portador con la cepa Bradyrhizobium
japonicum ICA JO01 durante un periodo de 30 dias,

tomando como testigo el portador convencional
(turba La Selva). De igual manera, utilizando los dos
portadores, se adelantaron pruebas de supervivencia
de la cepa Rhizobium leguminosarum bv. trifolii ICA T13,
por el método de infeccion de plantas, durante 230 dias.
Los portadores fueron esterilizados en autoclave antes
de preparar los inoculantes, y con cada uno se hicieron
tres bolsas de inoculantes (réplicas), para cada especie
de rizobio, y la supervivencia del microorganismo se
determiné por recuento en placa.

Las dos evaluaciones descritas demostraron que el
portador La Laguna ofrece condiciones que permiten
el mismo nivel de supervivencia de los rizobios que el
portador La Selva (tabla 15.1). Para ambos portadores,
los recuentos de células después de 6 meses de
preparacion del inoculante superaron los valores
exigidos por las normas de calidad internacionales (de
100 a 1.000 millones de células por gramo). Lo anterior
permitié concluir que la utilizacién de los dos portadores,
La Selva o La Laguna, es adecuada para la produccién
de inoculantes. Estos resultados aportaron una solucién
tecnoldgica para superar un factor limitante en la
produccion de inoculantes, como lo es la seleccién de
un portador eficiente.
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® Tabla 15.1. Tiempo de supervivencia de Bradyrhizobium japonicum ICA JO1 y
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii ICA 'T13 (log urc g™) sobre dos tipos de turba

Fuente: Munévar (1989)

Tiempo delinoculante B. japonicum R. leguminosarum bv. trifolii
(dias)
La Selva La Laguna La Selva La Laguna

0 7,74 7,69 >7,84 >7,84

7 9,78 9,43 7,60 7,41
14 9,77 9,61 ND ND

21 ND ND 8,34 8,10
30 9,49 9,42 7,00 7,50
60 9,76 9,87 7,65 7,23
90 9,86 9,88 > 8 84 > 8 84
120 9,83 9,65 ND ND
140 ND ND 9,53 9,37
160 9,87 9,93 ND ND
180 9,77 9,69 ND ND
200 ND ND 9,10 9,22
230 ND ND 9,56 9,68
300 9,90 9,74 ND ND

Nota: ND: No determinado.

A pesar del importante papel que juegan las leguminosas
paralaeconomiade Colombia,elusodeinoculantes nohabia
tenido una amplia adopcidén, en gran medida debido a la
falta de inoculantes de buena calidad en el mercado. Desde
1985 se identifico la necesidad de contar en el pais con una

produccién nacional de inoculantes para leguminosas que
fuera satisfactoria para nuestras necesidades, para lo cual
el Estado, a través del Instituto Colombiano Agropecuario
(ica), inicié la produccién de estos fertilizantes bioldgicos
con una alta aceptacion en los productores.
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Caso de estudio AGROSAVIA: disefio de
una formulacion liquida a base de
B. japonicum (J96) para su uso en soya

Aunque los inoculantes sélidos favorecen la supervivencia
en el suelo de las bacterias simbiédticas fijadoras de
nitrégeno del género Bradyrhizobium sp., el uso de turbas
u otros soportes similares presenta limitaciones desde
el punto de vista de la sostenibilidad a largo plazo, por
ser recursos no renovables; ademas, cuando la siembra
es mecanizada, es preferible tratar las semillas con

inoculantes liquidos de alta densidad celular (Menéndez
et al,, 2014), y este tipo de formulacidn facilita el manejo
del bioproducto, tanto para peletizaciéon de semillas como
para su aplicacion en campo en numerosos sistemas
vegetales. Por tanto, el desarrollo de formulaciones
liquidas estables en el tiempo, bajo diferentes condiciones
de almacenamiento, ha adquirido un renovado interés.

Desarrollo del medio de cultivo para

B. japonicum, cepa J96

La fermentacion de B. japonicum (J96) se llevd a cabo en
erlenmeyers de 1 L con un volumen efectivo de trabajo
(veT) de 750 mL. Como medio de fermentacion, se
utilizé el caldo extracto de levadura-manitol (Yma), que
fue inoculado con una suspension del microorganismo
ajustada en 1x 107 urc mL", en una relacién del 12%
v/v del VET, y se dejo en incubacion a una temperatura

de 28+2 °C y a 150 rpm por 7 dias. Después de este
tiempo, se evalud la viabilidad de B. japonicum mediante
recuento en placa en agar YMA, asi como el pH, mediante
un potenciémetro Hanna Checker A. Para los diferentes
lotes de produccion obtenidos, la viabilidad se encontré
enelrangode 1,5x107a1,7x10° urc mL", y el pH, entre
5,96y 6,34,

Desarrollo de la formulaciéon abase de

B. japonicum, cepa J96

A partir de unarevision de la literatura, se seleccionaron los
coadyuvantes por incluir en el disefio de una suspension
acuosa. Entre las sustancias utilizadas, se consideraron las
siguientes: a) viscosantes o adherentes, que ayudanaque el
microorganismo se adhiera a las semillas de soya, ademas
de que pueden proteger a las bacterias de la desecacion
después de la aplicacién y, de esta manera, contribuir a su
eficacia; b) reductores de actividad de agua, que disminuyen
la cantidad de agua metabdlicamente disponible para ser
utilizada por el microorganismo, sin causar la muerte
de este, y que, al detener su crecimiento y reducir su
metabolismo, pueden otorgarle mayor estabilidad durante
el almacenamiento; c) los emulsificantes, que mejoran la
homogeneidad de la suspensién, evitando la formacién
de agregados del principio activo y permitiendo que la
concentracién sea uniforme.

Posteriormente, se llevd a cabo una prueba de
compatibilidad de los coadyuvantes seleccionados,
realizando una mezcla binaria con B. japonicum (J96)
(coadyuvante-microorganismo) a dos concentraciones
diferentes, determinando el nimero de unidades
formadoras de colonia (UFc mL") después de 7 dias
de incubacion a temperatura ambiente. Finalmente,
para seleccionar los coadyuvantes por incluir en la
formulacién, se planted una matriz de decisién en la que
se tuvieron en cuenta tres criterios: la compatibilidad de
las sustancias con B. japonicum, la carga microbiana
del coadyuvante y el costo de las sustancias.
Después de la seleccién de los coadyuvantes, se
disenaron 12 prototipos de formulacion que fueron
elaborados adicionando al caldo de fermentacidon de
B. japonicum (J96) el reductor de actividad de agua, los
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emulsificantes y el regulador de pH. Esta mezcla se
realizé con un homogeneizador Bar-Spin Orto Alresa
a 500 rpm, aproximadamente, durante 2 minutos,
se adiciond el viscosante y se sometid nuevamente
a agitaciéon, hasta completar la homogeneizacion.
Cada prototipo de formulacién se caracterizé a nivel
microbiolégico y fisico-quimico. Para el primer caso,
se evalud la viabilidad del microorganismo mediante

recuento en placa en agar YMA, y, para el segundo, se
determinaron tanto el pH, mediante un potenciémetro
Hanna Checker A, como la actividad de agua (Aw),
con un thermoconstanter Novasina MS1-Aw. Los
prototipos obtenidos se dejaron en almacenamiento
a temperatura ambiente (18 + 2 °C) durante un mes,
tiempo después del cual se evaluaron nuevamente la
viabilidad, el pH y la Aw (tabla 15.2).

= Tabla 15.2. Composicién y caracteristicas de los prototipos de formulacién

(suspensiones acuosas) a base de B. japonicum (]J96)

Fuente: Elaboracién propia

Caracteristica

Concentracién (UFc mL™)

Prototipo
pH Aw Tiempo 1
Tiempo 0 (un mes de
almacenamiento)
P1 6,42 0,92 1,60x10° 1,30x 108
P2 6,62 0,90 1,70x10° 1,07x10°
P3 6,35 0,93 2,10x10° 2,50x107
P4 6,66 0,91 1,50x10° 3,30x 108
P5 6,40 0,92 1,80x10° 2,60x108
Pé6 6,30 0,91 1,13x10° 9,50x 107
P7 6,47 0,94 1,90x10° 1,20x10°
PS 6,47 0,92 1,40x10° <1,00x107
P9 6,58 0,94 1,75x10° 1,30x 107
P10 6,67 0,94 1,92x10° 2,50x107
P11 6,75 0,94 2,30x10° 2,00x10°
P12 6,24 0,91 1,30x10° 1,20x 108

Capitulo 15. Desarrollo tecnoldgico de biofertilizantes en Colombia: experiencia en AGROSAVIA

351



352

A partir de los resultados obtenidos, se seleccionaron tres
prototipos, denominados P2, P7 y P11, ya que después
de un mes de almacenamiento a temperatura ambiente
mantuvieron estable la concentracién de B. japonicum (J96).

Estos prototipos fueron sometidos a un estudio de
estabilidad durante 4 meses, almacenandolos a
8+2°Cy 18+ 2 °C. Cada mes se tomaron muestras de
cada prototipo, a las que se les evaluaron la viabilidad,
mediante recuento en placa en LMA, y el pH. Asimismo,
se evaluaron la actividad bioldgica sobre la semilla de
soya, para lo cual se determind la biomasa, expresada
como el peso seco radical y foliar; la longitud radical
y foliar, y la cantidad de nddulos formados. Para esto,
los prototipos fueron aplicados sobre 10 g de semilla de
soya, variedad Superior 6 y linea 29, y estas se dejaron
secar atemperatura ambiente, durante 6 horas, antes de
sembrarlas. La evaluacion de las variables planteadas

para determinar la actividad bioldgica se llevé a cabo 45
dias después de la siembra.

Los resultados de viabilidad obtenidos se expresaron como
pérdida de esta después de 4 meses de almacenamiento
a las dos temperaturas evaluadas (figura 15.1). En
general, se observd el efecto de la temperatura sobre
los prototipos evaluados, siendo menor la pérdida de
viabilidad a 8 £ 2 °C en comparacién con la temperatura
a 18 + 2 °C. A esta ultima temperatura, el prototipo P11
presentd una pérdida de viabilidad significativamente
menor en comparaciéon con P2 y P7 (p < 0,005). Con
respecto al pH, el prototipo P7 fue el mas estable a las dos
temperaturas de almacenamiento, con una variacién entre
592y561a8+2°Cyentre592y552a18+2°C.En
contraste, los prototipos P2y P11 redujeron su valor de pH
en mas de una unidad después del tiempo de 4 meses de
almacenamiento a las dos temperaturas evaluadas.

u Figura 15.1. Pérdida de viabilidad de tres prototipos de formulacién (suspensiones acuosas)

almacenados a 8 + 2 °C y 18 + 2 °C durante 4 meses.

Fuente: Elaboracién propia

Pérdida de viabilidad (porcentaje)

P11

Prototipo de formulacién

. 8°C . 20 °C
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Finalmente, al evaluar en plantas de soya la actividad
biolégica con los tres prototipos —frescos (recién
preparados)ydespués de 4 meses de almacenamiento—,
se observd un mayor desarrollo de las plantas,
expresado en longitud foliar y radical, al igual que una
mayor formacién de nddulos, en comparaciéon con el
testigo absoluto, en el que no se adicioné ningun tipo
de fertilizacion. Estos resultados evidenciaron que con
los tres prototipos se mantuvo la actividad bioldgica
de B. japonicum (J96) y que su aplicacion ejerce un
efecto positivo sobre las plantas, tanto en su desarrollo
como en la formacion de las estructuras tipicas de
los rizobios (nddulos), que son las que les permiten
establecerse en la raiz y realizar la fijacion de nitrégeno.
Este proceso es mediado por un complejo enzimatico
denominado complejo nitrogenasa, convirtiendo el
nitrégeno gaseoso (N,) en amoniaco (NH,) o nitrato
(NO,) para hacerlo asimilable por la planta. Teniendo
en cuenta los resultados del estudio de estabilidad, en
los que no hay un efecto del almacenamiento sobre la
actividad bioldgica del microorganismo en ninguno de
los tres prototipos de formulacidn, y que el prototipo P11
mantuvo el valor de pH estable a las dos temperaturas
de almacenamiento durante los 4 meses de evaluacién,
se decidid seleccionar este prototipo para continuar su
evaluacién en condiciones de campo.

Hoy en dia, la practica de inoculacidn con rizobios en
soya estd ampliamente difundida entre los productores.
Desde 2017 AGROSAVIA ha medido el impacto del uso de
bacterias fijadoras de nitrégeno en soya y ha encontrado
ventajas ambientales, sociales y econdmicas en el uso
de esta tecnologia. Ambientalmente, la disminucion del
uso de urea mejora la calidad de los suelos y reduce el
uso de maquinaria agricola; econémicamente, el costo
de produccidn se reduce en un 9%, y el rendimiento por
ciclo productivo en la altillanura colombiana es superior
en un 20% con respecto a cultivos sin inoculacién.
Segun el Balance social 2017 de AGROSAVIA, ese ano se
presentd un beneficio econémico para los productores
de 16.000 millones de pesos, y para 2018 se estimé que
el beneficio econdmico adicional para los productores de
soya en la altillanura por el uso de rizobios fue superior
alos 17.000 millones de pesos. En ambos afos, el uso de
la biotecnologia presenté un impacto ambiental positivo,
debido a la sustitucién de fertilizantes nitrogenados de
sintesis quimica por los biofertilizantes.
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Caso de estudio AGROSAVIA:
disenno de una formulacidon solida

de Monibac (Rbhizobium sp. AC1
y Agrobacterium pusense AC10)

para su uso en algodén

Las practicas agricolas inadecuadas, entre las que se
encuentra el uso indiscriminado de fertilizantes quimicos,
han causado una reduccion en la capacidad productiva
de los suelos, debido principalmente a la degradacién de
sus caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas. Por esta
razon, el uso de biofertilizantes ha tomado cada vez mas
relevancia como complemento a la fertilizaciéon quimica.
La utilizacién de microorganismos benéficos nativos
asociados a las plantas que se han estudiado —en el caso
de AGROSAVIA— ha permitido la liberaciéon de nutrientes
inorganicos, lo que se ve reflejado en una productividad
sostenible al reducir la fertilizacién de sintesis nitrogenada
y fosférica (Camelo-Rusinque et al., 2017).

Aislamiento del
principio activo

Teniendo en cuenta la anterior premisa, AGROSAVIA
tomé la determinacion de desarrollar un biofertilizante
con la capacidad de fijar el nitrégeno presente en la
atmoésfera, para ser comercializado principalmente en
el sector algodonero de nuestro pais. La busqueda de
estas bacterias fue realizada a través de un proceso
de bioprospecciéon en suelos destinados al cultivo del
algoddn, en el Caribe seco colombiano (Rivera et al,
2010). La principal bacteria encontrada en esos suelos
fue Azotobacter sp., que es un microorganismo habitante
regular del suelo, fijador de nitrégeno y productor de
sustancias promotoras del crecimiento vegetal. Este
microorganismo se encuentra generalmente asociado a
la rizésfera (zona de las raices) y la fildsfera (las hojas)
de muchas plantas, y es capaz de generar estructuras
de resistencia especiales, llamadas quistes. Varias
investigaciones anivelmundialhan demostrado que eluso

de esta bacteria en el suelo ayuda a reducir la fertilizacién
nitrogenada en un 40 % y a incrementar los rendimientos
de produccion hasta un 25 %, principalmente en cultivos
de hortalizas, pero también se han demostrado efectos
positivos en tomate, trigo, papa y girasol; asimismo,
Azotobacter es capaz de fijar al menos 10 mg de N, por
gramo de carbohidrato (Paredes, 2013).

Inicialmente fueron aisladas 20 bacterias presuntivas
del género Azotobacter sp., con la capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico, de las cuales se seleccionaron
6 por su rendimiento en el ensayo de reduccién
de acetileno (ARA), en el que las cepas AC1 y AC10
demostraron tener la mayor capacidad fijadora de
nitrégeno bajo condiciones de laboratorio (figura 15.2).
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" Figura 15.2. Resultados del ensayo de reduccién de acetileno (ara) bajo condiciones de laboratorio.

Fuente: Elaboracién propia
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Medio de cultivo alternativo parala
multiplicacion de Azotobacter chroococcum

La multiplicacién de las bacterias pertenecientes al
género Azotobacter se ha realizado tradicionalmente
en caldo Ashby (Escobar et al., 2011), el cual permite
evidenciar las caracteristicas morfoldgicas principales
del género y ha demostrado un aceptable nivel de
producciéon de biomasa, alcanzando hasta 1x 108 uFc
mL", dependiendo de las condiciones de fermentacion
aplicadas. Sin embargo, la formulacidon de este medio
de cultivo es costosa, razén por la cual fue necesario
el desarrollo de un medio de cultivo alternativo para
la multiplicaciéon y desarrollo de la bacteria, con el
objetivo de que pudiera llegar al productor a un precio
razonable. Para lo anterior, se seleccionaron varias

fuentes nutricionales de bajo costo, como el azlcar
cristalizada, la levadura y las sales de grado industrial
o alimenticio. Como resultado, se obtuvo el medio de
cultivo liquido Agricola (Bonilla Buitrago & Morales,
2005), que demostré ser mas eficiente que el caldo
Ashby, ya que con aquel se obtuvieron niveles de
produccién de biomasa un 20% mas altos. Ademas, el
medio Agricola permitié tener procesos de fermentacion
mas rapidos, ya que el maximo de biomasa era obtenido
en 48 horas de proceso, frente a las 72 que requeria el
medio convencional. En la tabla 15.3 se pueden observar
las diferencias de produccion de biomasa entre los dos
medios de cultivo para las cepas AC1 y AC10.

= Tabla 15.3. Comparacién de la produccién de biomasa entre el medio de cultivo convencional y el

medio Agricola para Rhizobium sp. AC1'y Agrobacterium pusense AC10

Fuente: Elaboracién propia

n Medio de cultivo Ashby (72 horas)
AC1:1,45x107 urc mL?!
AC10:1,23 x 107 urc mL"*

E Medio de cultivo Agricola (48 horas)

AC1:1,98 x10° urc mL™*
AC10: 1,67 x 10° urc mL"!

Capitulo 15. Desarrollo tecnoldgico de biofertilizantes en Colombia: experiencia en AGROSAVIA

355



356

Seleccion del vehiculo de inoculacion

Como parte de la estrategia de desarrollo del biofertilizante,
se realizd la evaluacién de diferentes soportes sélidos, como
la turba y la cachaza suplementada (melaza al 1%). Estos
materiales demostraron ser ideales para el mantenimiento
delas bacteriasen eltiempo (6 meses) bajo almacenamiento
en condiciones de refrigeracion (4-8 °C). En la figura 15.3
se observa el comportamiento de los dos soportes en una

prueba acelerada de estabilidad a temperatura ambiente y
en refrigeracion. Los resultados demostraron que la turba
fue el mejor soporte para mantener la viabilidad y actividad
bioldgica de la cepa AC1 durante 6 meses bajo condiciones
controladas de refrigeracion, por lo que es el soporte ideal
para el desarrollo del biofertilizante (Bonilla Buitrago &
Morales, 2005).

= igura 15.3. Curvas de estabilidad acelerada de la cepa AC1 en dos soportes sélidos

y a dos temperaturas diferentes.
Fuente: Elaboracién propia
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Caso de estudio AGROSAVIA: disefio de
una formulacion liquida de Monibac
(Rhizobium sp. AC1y A. pusense
AC10) para su uso en algodén

Para el caso de bacterias no simbidticas fijadoras de
nitrégeno del género Azotobacter sp., con el uso de
formulaciones liquidas no solo se facilita el manejo
del bioproducto para su aplicacién en la peletizacion
de semillas, sino que también se aprovecha la
capacidad de produccion de exopolisacaridos durante
el proceso de fermentacion por parte de Azotobacter
pusense AC10, para generar formulaciones liquidas
simples, que son altamente estables en el tiempo a
bajas temperaturas.

Validacién de la

linea base del proceso
de fermentacion

Entrabajos previos en el Laboratorio de Suelos de AGROSAVIA,
se llevo a cabo el disefo y optimizacién de un medio de
cultivo a escala de laboratorio denominado MBR (Moreno
et al.,, 2011) para la produccion de indculos liquidos de las
cepas AC1 y AC10. Para esto, se empled un biorreactor de
tanque agitado (STR, por sus siglas en inglés) marca Infors,
modelo Minifors, y se aplicé una estrategia de fermentacién
discontinua (por lote o batch) independientemente para
cada cepa. Las condiciones de trabajo establecidas fueron:
temperatura: 30 °C; caudal de aire: 1 vwm; velocidad de
agitacion: 500 rpm; tiempo de fermentacién: 24 horas,
sin control de pH y oxigeno disuelto (tabla 15.4) (Camelo-
Rusinque et al., 2017); estas condiciones se usaron como
linea base de los trabajos posteriores.

Inicialmente, se realizé la validacién de la produccidn del
principio activo bajo las condiciones de la linea base en la
Planta Piloto de Biofertilizantes de AGRoSAvIA (tabla 15.5),
y se encontré que la cepa AC1 alcanzé una concentracién
celular maxima de 1,71x10? urc mL" y una velocidad

especifica de crecimiento maxima de 0,07 h™', y para la
cepa AC10 se obtuvieron resultados similares: 2,79 x 10?
urc mL" y 0,10 h', respectivamente. Adicionalmente,
se determind que la maxima concentracion celular
se obtenia a las 26 horas de fermentacién bajo las
condiciones de trabajo determinadas previamente.
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Rhizobium sp. AC1y A. pusense AC10 de Rhizobium sp. AC1y A. pusense AC10
Fuente: Elaboracién propia Fuente: Elaboracién propia
SR - - - Velocidad
Variabl Validacién Relacié Viabilidad Productividad Rendimiento )
ariable : . . - . elacion ficad
conal delinea Etapal Etapa2 Etapa3 Cocultivo Jo* celular maxima biomasa- R
operaciona base™ o (10°vrc mL") | (log[urcmL*h]) [ sustrato (gg™) CTECHINEREO
maxima (h?)
Infors- Infors- Infors-
Biorreactor Hors nors Biolab 50b  Biolab50b  Biolab 50b ot
Minifors Minifors Minifors
AC1 1,71+ 0,12 0,355 + 0,001 ND 0,071 £ 0,001
Tipo de Validacién de
fermentacion Batch Fed-batch Fed-batch Fed-batch Fed-batch Fed-batch linea base
AC10 2,79 £0,79 0,363 + 0,005 ND 0,100 = 0,005
Velocidad de
L 500 rpm 200 rpm 200 rpm 157 rpm 157 rpm 200 rpm
agitacién
AC1 4,25 + 0,18 0,370 + 0,001 ND 0,068 + 0,012
Aireacién 1 vvm 1 vvm 1 vvm 1vvm 1 vvm 1vvm . )
Escalamiento:
Etapa1l
AC10 4,21+ 0,59 0,370 + 0,002 0,063 + 0,012
Temperatura 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C P
Ti d
e ) ? 30 horas 28 horas 26 horas 26 horas 26 horas 26 horas AC1 3,71+0,21 0,368 + 0,001 0,54 + 0,02 0,044 + 0,002
fermentaciéon
Escalamiento:
Volumen Etapa2
o 350 1151 28,50 I, 32,00 L 32,00 L 2,50 L
inicial AC10 3,46 + 0,16 0,382 + 0,001 0,60 = 0,01 0,044 £ 0,046
Volumen final 3,50 L 3,50L 45,00 L 50,00 L 50,00 L 3,50 L
AC1 4,21 £ 0,26 0,370 = 0,001 0,48 + 0,00 0,065 + 0,003
* Escala de laboratorio; ** escala piloto. Escalamiento:
Etapa 3
AC10 4,04 £ 0,29 0,370 = 0,001 0,55 + 0,00 0,061 + 0,002
Ajuste: AC1
o 16,6 + 9,80 0,393 0,001 0,47 + 0,00 0,085 + 0,001

cocultivo AC10

Ajuste: AC1

22,0 +1,18 0,399 + 0,001 1,18 £ 0,02 0,131 £ 0,016
relacién N/c AC10

Nota: NDp: No determinado.
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Diseiio de la estrategia
de escalamiento

Para cumplir eficazmente con el objetivo de producir
a escala de planta piloto la biomasa de las dos cepas
mediante fermentacidn liquida, y con el fin de mejorar
los parametros de eficiencia del proceso, se planted
una estrategia de escalamiento convencional. Para ello,
se aplicé un criterio basado en la similitud geométrica
entre los equipos a escala de laboratorio y a escala de
planta piloto, asociado con la relacién geométrica entre
la altura y el didametro del tanque (H/D) (tabla 15.6 y
figura 15.4).

Caracterizacién geométrica de los biorreactores de tanque agitado (sTR) empleados
para la estrategia de escalamiento para la fermentacién de Rhizobium sp. AC1y A. pusense AC10

Fuente: Elaboracién propia

14,0 cm

34,0 cm

50L

35L

Rushton

59 cm

2,43

34,0 cm

83,0 cm

70,0 L

52,5L

Rushton

10,5 cm

2,44
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Esquema de un impulsor tipo Rushton

y sus relaciones geométricas caracteristicas.
Fuente: Elaboracién propia

Posteriormente, se hicieron ajustes en las condiciones
de operacion y se aplicd un criterio de similitud
fluidodindmica. Esta estrategia se realizé en tres etapas:

Etapa 1. Ajuste preliminar a escala de laboratorio
evaluando la disminucién de la variable operacional de
velocidad de agitacidn y la aplicacidn de una estrategia
de alimentacion fed-batch. Las condiciones de
operacién de la linea base (500 rpm, 1 vvm) implicaban
un elevado consumo energético asociado a la potencia
entregada al liquido gaseado por los impulsores y un
posible exceso de oxigeno que no alcanza a ser utilizado
por los microorganismos a escala de laboratorio,
ineficiencias que llegarian a ser aun mas restrictivas
en el escalamiento a escala piloto. Por lo tanto, en esta
etapa se evaluo el efecto de una disminucidn del 60 %
en la velocidad de agitacién, manteniendo el mismo
caudal de aire, a escala de laboratorio (tabla 15.5).
También se aplicé una estrategia de alimentacion fed-
batch del sustrato limitante (fuente de carbono) de
tres pulsos, para evitar inhibiciéon del crecimiento por

sustrato y maximizar la produccion de biomasa. Esto,
a su vez, redujo el consumo energético en un 96,9 %
con respecto a la linea base por la disminucién en el
volumen inicial de trabajo. Con respecto al consumo de
aire, este se redujo en un 22 % para todo el proceso, con
parametros de eficiencia similares a los obtenidos con
la linea base (tabla 15.5).

Etapa 2. Ajuste y validacion de la estrategia de
alimentacion a escala piloto, previa verificacion de la
similitud geométrica de los biorreactores utilizados. Se
identificé que los valores de la relacion geométrica H/D
de los biorreactores usados en las dos escalas fueran
similares (tabla 15.6), lo que satisfaria la semejanza
geométrica. El factor volumétrico de escala fue de 14,
que correspondié a la relacion entre los volimenes
de trabajo del biorreactor a escala de laboratorio
y el de la escala piloto. Se procedié a desarrollar
las fermentaciones a escala piloto manteniendo la
velocidad de agitacion determinada en la etapa 1y se
evalué una estrategia de alimentacion de sustrato de
un solo pulso para simplificar la logistica y disminuir
la posibilidad de contaminacién del cultivo. Asi, se
concluyd que la estrategia de alimentacion fed-batch
a escala piloto permitié mantener la concentracion
celular observada a nivel de laboratorio, ya que no se
presentaron diferencias significativas entre las dos
escalas (tabla 15.5). Esto asegura la repetibilidad y
reproducibilidad en producciones comerciales, con
respecto a los pardmetros de eficiencia del proceso
a escala industrial (Lim & Shin, 2013; Qu et al., 2013;
Shay et al., 1987).

Etapa 3. Ajuste y validacion de la estrategia de
escalamiento aplicando dos criterios de escalamiento:
un criterio de similitud geométrica verificado en la
etapa anterior y un criterio de similitud relacionado
con la dindmica del fluido asociado a un numero
adimensional (nimero de Reynolds [Rel). En esta etapa
se correlacionaron los procesos de fermentacion de
las cepas seleccionadas con un criterio de similitud
fluidodindmica denominado numero de Reynolds,
frecuentemente usado para describir procesos de
mezcla (Reynolds, 1883). Dicho criterio representa
los mecanismos de transferencia de la cantidad de
movimiento como una funcién simple de las fuerzas de
inercia (la velocidad caracteristica del fluido) y de las
fuerzas viscosas (la viscosidad p del fluido). A partir
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de esta premisa de semejanza dindmica, se determiné
la velocidad de agitacién que se debia mantener en
el biorreactor a escala piloto con los datos obtenidos
en la etapa 2 (tabla 15.5). En los resultados obtenidos
se evidencié un aumento del 50% en las velocidades
de crecimiento de ambas cepas, en relacién con los
valores encontrados en la etapa anterior. A las 26 horas
de fermentacién se obtuvieron las concentraciones
celulares maximas, semejantes a las obtenidas en las
demds fermentaciones fed-batch, acercandose mas
a los valores encontrados a escala de laboratorio. En
contraste, se presentaron diferencias significativas
con respecto a las fermentaciones tipo batch para las
producciones de la cepa AC1.

Etapa 4. Evaluacion de una estrategia de cocultivo de las
cepas AC1 y AC10. Con el objetivo de reducir los costos y
tiempos de produccién, simplificar el control de calidad del
bioproducto y reducir el gasto energético de los equipos
empleados para el proceso de fermentacion liquida,
se evaludé una estrategia de fermentacién simultanea
de las dos cepas, o tipo cocultivo (Bader et al., 2010).
La produccion del principio activo de Monibac liquido
a escala piloto se realizé en un sTR Biolab 50b bajo las
condiciones estandarizadas en los procesos anteriores.
La concentracién final celular de este cocultivo fue de
1,66x10" urc mL' y fue significativamente diferente
a los demas resultados obtenidos en el desarrollo del
biofertilizante. También se observé un aumento de
la velocidad de crecimiento del 30%, mientras que la
productividad maxima y el rendimiento presentaron
valores similares a los obtenidos en las fermentaciones
a escala piloto convencionales.

Etapa 5. Evaluaciéon del efecto de la relacién carbono-
nitrégeno en el medio de cultivo. Con el fin de mejorar
los parametros cinéticos y de productividad del proceso
de fermentacién tipo fed-batch de las cepas AC1 y
AC10, se estudiaron diferentes relaciones de fuente de
nitrégeno y fuente de carbono a escala de laboratorio en
un biorreactor sTR Infors, modelo Minifors, y el modo de
implementacién o aplicacién de estavariacion enelmedio
de cultivo. Se encontré que, empleando una relacion N/c
inicial de 1,00/5,25, aplicada en el medio de cultivo usado
al inicio de la estrategia de alimentacion, se aumenté
la concentracién celular en un 37,5% con respecto a la
obtenida en las fermentaciones tipo cocultivo, mientras
que el parametro de productividad se mantuvo igual

(tabla 15.5). Adicionalmente, el consumo de fuente de C
aumento, lo que se reflejé en un incremento del 100%
en el rendimiento biomasa-sustrato y en un aumento del
35% en la velocidad de crecimiento.

En resumen, los resultados anteriores demostraron
la reproducibilidad de las variables de respuesta
evaluadas en las fermentaciones a escala de planta
piloto con respecto a las obtenidas en la escala de
laboratorio, asi como el éxito de la estrategia de
escalamiento planteada al aumentar la eficiencia
global del proceso (tabla 15.7).

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Comparacién de los resultados
obtenidos en el proceso de ajuste y escalamiento
de la produccién de Rhizobium sp. AC1y

A. pusense AC10 con respecto a la linea base
Fuente: Elaboracién propia

Viabilidad celular (10° urc mL™):

AC1:1,71 £+ 0,12/ AC10: 2,79 £ 0,79

Productividad maxima (log10 [urc mL h-]):
AC1:0,355 + 0,001 / AC10: 0,363 = 0,005
Rendimiento biomasa-sustrato (g g): ND

Consumo de aire (L de aire L de cultivo™): 22.285,71
Consumo energético (kW h' L de cultivo™): 0,69

Viabilidad celular (10° urc mL1): 16,6 + 9,80
Productividad maxima (log10 [urc mL*h?]): 0,393 = 0,001
Rendimiento biomasa-sustrato (g g): 0,47 + 0,00
Consumo de aire (L de aire L de cultivo™): 1.188,84
Consumo energético (kW h' L de cultivo?): 0,0016

Viabilidad celular (10° urc mL"): 8,2-10,7
Productividad méaxima (log10 [urc mL" h']): 8,2-10,7
Rendimiento biomasa-sustrato (g g"): ND

Consumo de aire (L de aire L de cultivo™): 94,8
Consumo energético (kW h' L de cultivo™): 99,8

Nota: ND: No determinado. La direccién de la flecha indica aumento
o disminucién en la magnitud.

Diseno de 1a formulaciéon

La formulacion de un biofertilizante se debe disenar de forma
especifica con cada uno de los ingredientes activos usados, ya
gue se debe demostrar la compatibilidad de los excipientes o
coadyuvantes con los microorganismos fijadores de nitrégeno,
para que no se afecte negativamente su actividad bioldgica.
Ademids, la seleccién de adyuvantes debe tener en cuenta no
solamente la proteccidn fisica del microorganismo, sino otros
factores como la formay frecuencia de aplicacién, la temperatura
de almacenamiento, el cultivo objetivo, entre otros, de manera
que se asegure una aplicacion eficiente del bioproducto.
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Compatibilidad del
ingrediente activo
con coadyuvantes

A partir del caldo de fermentacion de las dos cepas
bacterianas, se elaboraron mezclas con coadyuvantes,
dentrode las cuales se encontraban agentes suspensores,
estabilizantes,humectantesy solventes.Comotratamiento
control, se empleé el caldo de fermentacién sin adicién
de ningun coadyuvante, pero sometido a las mismas
condiciones de mezcla que los demds tratamientos. En el
tiempo cero y después de 15 dias de almacenamiento a 4
y 25 °C, se evalud la viabilidad celular en cada uno de los
tratamientos realizados.

Los tratamientos almacenados durante 15 dias a 4 °C
presentaron una pérdida de viabilidad de entre el 4%
y el 16%, en tanto que los tratamientos almacenados
durante el mismo tiempo a 25 °C presentaron una
pérdida de viabilidad de entre el 3% y el 30%. Estos
resultados evidenciaron un efecto negativo de la
temperatura sobre la viabilidad de las mezclas binarias
microorganismo-coadyuvante. Ademas, ninguno de los
tratamientos almacenados a las dos temperaturas
presentd un efecto significativo con respecto al
tratamiento control, lo que indica que ninguna de
las sustancias evaluadas afecta la viabilidad de las
dos cepas. Al analizar los resultados obtenidos,
se seleccionaron los excipientes Ba03 y Ps05, que
corresponden a un agente solvente y un humectante,
en su orden. Los excipientes seleccionados actuan
como reductores de actividad de agua y también
forman parte de las sustancias conocidas como solutos
compatibles, las cuales protegen la estructura y funcién
celular de los microorganismos bajo condiciones de
estrés (Brown, 1976).

Seleccion de prototipos

Con base en los resultados anteriores, se elaboraron
cuatro prototipos de formulacién (T2-T5), los cuales se
evaluaron en contraste con un tratamiento control (T1:
caldo de fermentacién de las dos cepas bacterianas
sin coadyuvantes) (tabla 15.8). Cada formulacién y
su control se almacenaron a 35 °C durante un mes,
y se evalué la viabilidad celular en el tiempo cero y
después de finalizar el tiempo de almacenamiento.

® Tabla 15.8. Tratamientos evaluados en la
seleccién de prototipos de las cepas Rhizobium
sp. AC1 y A. pusense AC10 bajo condiciones

de laboratorio
Fuente: Elaboracién propia

nTl

Composicién: Caldo de fermentacién

aTz

Composicién: Caldo de fermentacién + Sp09 (0,15%)

T3

Composicién: Caldo de fermentacién + Sp09
(0,15%) + Ba03 (1%)

n T4
Composiciéon: Caldo de fermentacién + Ps05 (3 %)
+Ba03 (1%)

T5
Composicién: Caldo de fermentacién + Sp09
(0,15%) + Ps05 (3%)
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Después de 30 dias de almacenamiento a una temperatura
de 35 £ 2 °C, el tratamiento T5 presentd una pérdida de
viabilidad significativamente mayor que el tratamiento T1,
que correspondid al caldo de fermentacion sin formular, lo
que indica que los componentes del prototipo T5 afectaron
la viabilidad de los microorganismos (figura 15.5). Por
su parte, no se presentaron diferencias significativas en
la pérdida de viabilidad de los tratamientos T1, T2 y T3,
lo que indica que la composicién de los tratamientos T2
y T3 no tuvo un efecto negativo sobre la viabilidad de las
bacterias. El tratamiento T4, a su vez, present6 el menor
valor de pérdida de viabilidad, un 29,15%, resultado
significativamente inferior al del tratamiento T2 (34,42 %),

pero no presentd diferencias significativas con respecto
a los tratamientos T1 y T3. Después de 30 dias de
almacenamiento a 35 °C, se observé que los tratamientos
T2, T3 y Th tomaron una coloracién negra y un fuerte olor
a azufre, pero no asi los prototipos T1 y T4. Dado que el
excipiente Sp09 era el factor comun en los tratamientos
T2, T3 y T5, posiblemente el cambio de color y olor del
producto se debid a que este excipiente tiene como parte
de su estructura ésteres de sulfato, los cuales pueden
ser hidrolizados a altas temperaturas (Rowe et al., 2009).
Asi, a partir de los resultados de viabilidad obtenidos, se
selecciond el tratamiento T4 para continuar con el estudio
de vida til propuesto.

" Figura 15.5. Estabilidad de los prototipos de formulacién almacenados a 35 + 2 °C.

Pérdida de viabilidad (porcentaje)
N
()]

T1 T2

T3 T4 T5

Tratamientos

Nota: Barras con la misma letra no presentan diferencias significativas segtin la prueba de Tukey a un nivel de confianza
del 95%. La codificacién de los tratamientos se presenté en la tabla 15.8.
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Estudio de vida util

Apartirde losresultados delensayo anterior, se seleccioné
el prototipo mas estable durante el almacenamiento a
35 °C (T4). El tratamiento T4 fue nuevamente almacenado
a tres temperaturas: 4 +2°C,20+3°Cy 30+ 3 °C,y se
evalud su viabilidad en el tiempo cero y después de 15,
30, 45 y 60 dias de almacenamiento. Como tratamiento
control, se almacend el caldo sin formular. Ademas, se
calculé la constante de degradacion o pérdida de viabilidad
mediante las ecuaciones 1a, 1by 1c.Finalmente, mediante
la ecuacion de Arrhenius, se determind la energia de
activacion y se predijo el tiempo de vida util a las tres
temperaturas evaluadas (ecuacién 2).

Ecuacion de orden cero:
N=-kt+N, (1a).
Ecuacion de orden uno:
log N=log N- k-t (1b).

Ecuacion de orden dos:

1—=k-t+ 1 (1¢);
N N,
-E
k=A-( ) @)
R-T

donde N es la viabilidad en el tiempo t; K es la constante
de degradacion; N, es la viabilidad celular inicial; A es el
factor de frecuencia; Ea es la energia de activacion (Kcal
mol); R es la constante de los gases ideales (1,987 Kcal
Kmol); y T es la temperatura en grados centigrados.

A partir de los resultados obtenidos, se observé que la
mayoria de los tratamientos presentaron una mayor
correlaciéon y linealidad con los modelos cinéticos de
orden uno, a excepcion del tratamiento T4 almacenado
a una temperatura de 4 °C y el tratamiento T1 (control)
almacenado a una temperatura de 30 °C, los cuales
presentaron un mayor valor de correlacion R? con una
reaccion de orden 2. Sin embargo, teniendo en cuenta que
los tratamientos evaluados poseen el mismo ingrediente
activo, de acuerdo con Osorio et al. (2013), se selecciond
el modelo cinético al que se ajustdé la mayoria de los

tratamientos bajo las tres condiciones de almacenamiento,
siendo este el modelo de orden uno, al cual se ajusta la
mayoria de los productos a base de microorganismos en
medio acuoso (Madigan et al,, 2003); por tanto, con este
modelo cinético se determind la constante de degradacién
o pérdida de viabilidad. En general, la constante de
degradacién fue mayor cuando los tratamientos se
almacenaron a la temperatura de 30 °C, en comparacion
con la temperatura a 20 °C, y en esta, a su vez, en
comparacion con la de 4 °C, lo que indica que, a mayor
temperatura, la viabilidad de las bacterias disminuye.

Empleando los tratamientos T1 y T4, se determiné la
energia de activaciéon de cada uno (18,75 Kcal mL" y
20,066 Kcal mol’, respectivamente), lo que demostré
una mayor estabilidad del tratamiento T4 con respecto
al control. Posteriormente, se predijo el tiempo en que
cada tratamiento a una temperatura dada alcanzaria
una concentracion tedrica de 1x10% urc mL", ya que
esta es la concentracidn minima efectiva estandarizada
para el bioproducto (tabla 15.9).

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible

Tiempo de almacenamiento teérico de los prototipos de formulacién para alcanzar
una concentracién de 1x 108 urc mL" a diferentes temperaturas

Fuente: Elaboracién propia

4°C

* Tiempo de almacenamiento (dias): 320,08
20°C

* Tiempo de almacenamiento (dias): 35,01
30°C

* Tiempo de almacenamiento (dias): 9,95

4°C

* Tiempo de almacenamiento (dias): 340,70
20°C

* Tiempo de almacenamiento (dias): 44,18
30°C

* Tiempo de almacenamiento (dias): 9,71

Nota: La codificacién de los tratamientos se present6 en la tabla 15.8.

Los resultados obtenidos permitieron observar que
para cada temperatura evaluada el tiempo de vida util es
similar, alcanzando sus valores maximos equivalentes
a los 11 meses, aproximadamente, a una temperatura
de almacenamiento de 4 °C. El efecto deletéreo del
almacenamiento fue mas drastico a medida que aumenté
la temperatura, comportamiento que probablemente se

debe a que el metabolismo del microorganismo se puede
encontrar mas activo a temperaturas elevadas (Marino
et al., 2004). Por el contrario, a menores temperaturas de
refrigeracién, el metabolismo celular disminuye, se previene
laformacién de metabolitos téxicos y se evita el agotamiento
de nutrientes, lo que extiende la vida del microorganismo en
almacenamiento (Sabaratnam & Traquair, 2002).
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