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Viasquez Flores, OG. 2026. Aislamiento de rizobacterias del cultivo de tomate (Solanum
lycopersicum L.). Trabajo de investigacion. Ingeniero Agrénomo. Catacamas, Olancho.
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RESUMEN

Las bacterias asociadas a las plantas desempefian funciones importantes en la disponibilidad de
nutrientes, lo que las convierte en una alternativa con potencial para el desarrollo de
bioinoculantes. Esta investigacion tuvo como objetivo aislar y caracterizar bacterias rizosféricas
y endofiticas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) con potencial de fijacion biologica
de nitrégeno y solubilizacion de fosforo. Las muestras de raices y suelo rizosférico fueron
procesadas mediante diluciones seriadas y cultivadas en medios Ashby y Pikovskaya (PVK);
los aislados obtenidos se caracterizaron morfologica y molecularmente mediante secuenciacion
del gen 16S rRNA, y se evalud su capacidad de solubilizacion de fosforo. Se obtuvieron diez
aislados bacterianos, cinco con crecimiento en medio Ashby y cinco con capacidad de
solubilizacion de fosforo en medio Pikovskaya (PVK), los cuales presentaron caracteristicas
morfoldgicas diferenciadas. La capacidad de solubilizacion de fosforo difiri6 significativamente
entre los aislados (P < 0,0001); BS4, BS1 y BS2 alcanzaron los mayores indices (5,04, 4,27 y
4,04), mientras que BS5 y BS3 registraron 2,54 y 2,33, respectivamente. La identificacion
mediante secuenciacion del gen 16S rRNA permitio asignar los diez aislados a ocho géneros:
Labrys, Rhizobium, Cronobacter, Brevibacillus, Agrobacterium, Burkholderia, Curtobacterium
y Enterobacter. No se confirmé la presencia de nifH; nueve aislados presentaron evidencia
compatible con gcd, mientras que BF1 y BS5 mostraron evidencia compatible con phoD.
Asimismo, se obtuvieron coincidencias con fosfatasas alcalinas, pho4 y PhoX, relacionadas con
la movilizacion de fosforo. De los diez aislados obtenidos, Cronobacter y Enterobacter fueron
excluidos por consideraciones de bioseguridad; los ocho restantes fueron seleccionados por su
potencial biotecnoldgico y utilizados para establecer el primer cepario bacteriano de la UNAG,
como base para futuras investigaciones orientadas al desarrollo de bioinoculantes.

Palabras clave: rizobacterias, Solanum lycopersicum, solubilizacion de fésforo, 16S rRNA,
bioinoculantes.
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I. INTRODUCCION

El cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas de mayor importancia
econdmica a nivel mundial debido a su alto valor nutricional. Representa aproximadamente el
16 % de la produccion global de hortalizas y alcanza un valor de mercado de 58 000 millones

de dolares, lo que evidencia su relevancia para el consumo y el comercio (FAO, 2016).

De acuerdo con datos del Observatory of Economic Complexity (OEC), el comercio de tomate
en Honduras ha presentado variaciones a lo largo de los ultimos afios. En 2024, el pais se ubico
aproximadamente en el puesto 38 de 152 paises exportadores de tomate a nivel mundial, y
durante ese mismo afio las exportaciones superaron los 13,1 millones de dodlares. Estas cifras
evidencian la importancia de este cultivo dentro de la horticultura nacional, especialmente en
departamentos como Olancho, Francisco Morazan, El Paraiso, Copan, Comayagua y Choluteca

(OEC, 2025).

Sin embargo, la produccion de tomate depende en gran medida del uso de fertilizantes sintéticos
nitrogenados y fosforados, los cuales incrementan los costos de produccion y pueden generar
efectos ambientales adversos, como la contaminacion del suelo y el deterioro de la microbiota

nativa (Nassal et al., 2018; Rajguru ef al., 2022).

Ante este panorama, las bacterias promotoras del crecimiento vegetal constituyen una
alternativa sostenible debido a su capacidad para favorecer la disponibilidad de nutrientes
esenciales para las plantas, principalmente mediante mecanismos como la fijacion bioldgica de
nitrogeno y la solubilizacién de fosforo (Timofeeva et al., 2023). Estos microorganismos
también pueden intervenir en procesos como la sintesis de fitohormonas, la produccion de
compuestos antimicrobianos y la tolerancia al estrés abidtico, contribuyendo al crecimiento y la

resiliencia de los cultivos (Rehan et al., 2023).



Entre los microorganismos de interés agrondmico que presentan estas funciones se encuentran
géneros como Azospirillum, Azotobacter, Bacillus y Pseudomonas, ampliamente estudiados por
su potencial para el desarrollo de bioinsumos en diferentes cultivos, incluido el tomate (Gupta
et al., 2022; Bakki et al., 2024). Su aprovechamiento puede contribuir a disminuir la
dependencia de fertilizantes de sintesis quimica y favorecer sistemas de produccion agricola

mas sostenibles (Haile et al., 2025).

En este contexto, el estudio de bacterias asociadas a las plantas de tomate representa una
oportunidad para generar conocimiento local sobre microorganismos con potencial de
aplicacion agricola. Por ello, esta investigacion tuvo como objetivo aislar y caracterizar
bacterias rizosféricas y endofiticas de plantas de tomate con potencial de fijacion bioldgica de
nitrégeno y solubilizacion de fosforo, generando informacion que contribuya a futuras
investigaciones orientadas al desarrollo de bioinoculantes y a una nutricion vegetal mas

sostenible.



Il. OBJETIVOS

2.1 General

Aislar y caracterizar bacterias rizosféricas y endofiticas de plantas de tomate con potencial de

fijacion biologica de nitrdgeno y solubilizacion de fosforo.

2.2 Especificos

Obtener aislados bacterianos a partir de la rizésfera y tejidos internos de la raiz mediante el uso

de medios de cultivo selectivos

Cuantificar la capacidad de solubilizacién de fosforo de los aislados bacterianos obtenidos en

medio Pikovskaya (PVK)

Identificar molecularmente los aislados bacterianos mediante la secuenciacion del gen 16S

rRNA y la amplificacion de los genes nifH, gcd y phoD

Seleccionar los aislados con potencial biotecnoldgico para su posterior evaluacion como

posibles bioinoculantes

Establecer el primer cepario bacteriano de la UNAG a partir de los aislados seleccionados



I11. REVISION DE LITERATURA

3.1 Produccion global de hortalizas

La produccion mundial de hortalizas ha mostrado un crecimiento sostenido durante los
ultimos afos. De acuerdo con FAOSTAT (2025) en 2020 se registré una produccion
aproximada de 690 millones de toneladas a nivel mundial, mientras que para 2023 esta
cifra supero los 1,189 millones de toneladas. Dentro de este grupo, el tomate destaca por
su importancia productiva y comercial, con una produccién mundial estimada en 197
millones de toneladas durante 2024. Estas cifras reflejan la relevancia de este cultivo,
cuya demanda global se aproxima al volumen anual producido (FAO, 2025). Sin
embargo, diversos organismos internacionales proyectan que para 2050 la poblacion
mundial alcanzard aproximadamente 9.7 mil millones de personas, lo que implicard que
la produccion de alimentos deberd incrementarse entre 50 % y 70 % para satisfacer la
demanda global, considerando ademas cambios en las dietas y el aumento del consumo

de proteina animal (FAO, 2009).

3.2 Impacto de los agroquimicos en la biodiversidad microbiana del suelo

El incremento de la demanda mundial de alimentos ha impulsado el uso intensivo de
fertilizantes, herbicidas e insecticidas para aumentar la productividad agricola.
Actualmente, se aplican mas de 3.5 millones de toneladas de pesticidas al afio a nivel
mundial, reflejando la alta dependencia de estos insumos en la agricultura moderna. Sin
embargo, su uso excesivo puede afectar negativamente la microbiota del suelo, alterando
la diversidad y actividad de microorganismos esenciales para los ciclos biogeoquimicos
y la fertilidad del suelo. La exposicion prolongada a estos compuestos puede reducir la
biomasa, modificar la estructura microbiana y comprometer la sostenibilidad de los

sistemas agricolas a largo plazo (Khan, 2025).



3.3 Composicion bioldgica de los suelos

Es un habitat que alberga una amplia gama de macro y microorganismos dentro de los
tres dominios taxondémicos. Sin embargo, cualquiera que sea el sistema de clasificacion
utilizado, la diversidad de la macro y microbiota del suelo es elevada en todos los niveles

de andlisis (Rahmadi & Franklin, 2012).

La biota del suelo se divide tradicionalmente en macro, meso y microbiota. En la
microbiota la mayoria de los autores incluyen la microfauna y microbiota (bacterias,
actinomicetes, hongos y algas) los cuales juegan diferentes roles y sirven para evaluar la
calidad del suelo. La microfauna la conforman los protozoarios, nematodos, rotiferos,
tardigrados, colémbolos y acaros considerandose que su tamafio es menor a 0.2 mm

(Castellanos et al., 2021).

Las bacterias del suelo son esenciales en la rizosfera, con unas 30.000 especies estimadas
e identificando alrededor del 8%. Estas bacterias participan en la descomposicion de
materia orgdnica y son cruciales en los ciclos biogeoquimicos, transformando los

nutrientes para las plantas (De La Rosa, 2024).

Existe una amplia gama de interrelaciones entre especies de microorganismos en los
ecosistemas, tales como sinérgicas, antagonicas, de competencia fisica y bioquimica,
moduladas por multiples y complejos factores bidticos y abioticos. En la rizésfera, uno
de los principales sitios donde se presentan microorganismos, especificamente
funcionales, como fijadores de nitrogeno, solubilizadores de fosfatos, promotores del
crecimiento vegetal, biocontroladores y especies patogénicas, normalmente, compiten
por espacio y nutrientes. Todas estas interacciones tienen efecto en el crecimiento y

sanidad de las plantas (Villar, 2024).

3.4 Rizosfera

Segun Garcia ef al. (2013) la rizésfera se define como la franja de suelo directamente
influenciada por las raices, donde se concentra una interaccion intensa entre plantas,

microorganismos y nutrientes. Coexisten bacterias, hongos, actinobacterias y arqueas que



cumplen funciones ecoldgicas vitales como: mineralizacion de compuestos orgéanicos,
ciclado de nutrientes, degradacion de contaminantes y supresion de patdégenos. Su
relevancia para la agricultura sustentable radica en que una rizosfera diversa y equilibrada
favorece la fertilidad natural del suelo. Las practicas agronomicas inciden directamente

en la composicion de la microbiota rizosférica.

Los microorganismos que forman el microbioma de las plantas pueden habitar en
diferentes ambientes vegetales: las raices (rizosfera; desde la superficie de la raiz hasta el
suelo inmediatamente adyacente a la raiz). Las raices de las plantas proporcionan uno de
los entornos mas ricos debido a los exudados producidos para reclutar el microbioma que

habita en la rizésfera (Loera & Caamal, 2023), como se muestra en la Figura 1.

Bacterias

Las hifas de los hongos

llevan nutrientes
a las raices

e

Los exudados de las plantas
salen de las raices

E Los metabolitos microbianos
entran a las raices

Figura 1. Las raices y su entorno (Rizosfera)

Fuente: Cuenca (2025).

3.5 Suelos supresivos

Se define como ‘“aquel suelo donde el desarrollo de una enfermedad se presenta en un

nivel minimo, aun en presencia de un patdogeno virulento y hospedero susceptible”. En



contraste, a los suelos donde las enfermedades se desarrollan facilmente, se les denomina

conductivos (Barrera et al., 2024).

La supresion edafica hace referencia fundamental a la salud del suelo y condiciones
ecologicas especificas de la comunidad microbiana, de tal forma que los microorganismos
fitopatogenos causantes de enfermedades radiculares se mantengan en niveles

poblacionales bajos o que no logren expresar su potencial patogénico (Calvo, 2021).

3.6 Tipos de supresion

De forma natural, todos los suelos poseen cierta capacidad para inducir supresion de
fitopatogenos. Se ha demostrado que dicha capacidad estd asociada a la presencia y
actividad de los microorganismos del suelo. En los suelos supresivos (SS) se pueden
presentar dos tipos de supresion: i) supresion general, atribuida a la actuacion de la
comunidad microbiana en conjunto, cominmente asociada a la competencia por recursos
y espacio, y ii) supresion especifica, la cual se lleva a cabo por la actividad de taxones
microbianos determinados o un grupo selecto de microorganismos antagonistas a un

patogeno especifico (Mendes ef al., 2011).

Al respecto, Mendes et al. (2011) observaron la reduccion significativa de la infeccion de
plantas de betabel con Rhizoctonia solani al transferir una pequefia porcion de un SS (10
%), dentro de un suelo conductivo. Existen ademas en todo el mundo numerosos ejemplos
en los cuales una sola especie microbiana antagonista puede iniciar procesos supresivos.
La actividad y composicion del microbioma rizosférico son influenciadas también por la
planta a través de la produccion de exudados radiculares, los cuales promueven la

incorporacion, activacion y desarrollo de microorganismos benéficos para protegerse.

Durante el ultimo cuarto de siglo se ha demostrado de forma contundente que ademas de
los sideroforos, otros metabolitos (p. €j. antibidticos, compuestos organicos volatiles y
enzimas liticas) desempefian un papel fundamental en la supresion de enfermedades
causadas por microorganismos fitopatégenos del suelo (MPS) de varias plantas. Las

herramientas dmicas en conjunto con las técnicas de microbiologia clasica y biologia



molecular, han permitido comenzar a elucidar la complejidad de las interacciones planta-

microorganismo (Barrera et al., 2024).

3.7 Rizobacterias

Son capaces de estimular el crecimiento de las plantas mediante mecanismos directos e
indirectos. Entre los mecanismos directos se pueden encontrar procesos como la fijacion
de nitrégeno y solubilizacion de fosfatos realizados por rizobacterias fitoestimuladoras.
Por otro lado, en el efecto indirecto afectan el crecimiento de fitopatogenos, lo que

permite un mejor desarrollo de las plantas hospederas (Sanchez ef al., 2021).

Los géneros Bacillus y Pseudomonas se encuentran entre los grupos de PGPR mas
abundantes y filogenéticamente diversos, los cuales muestran una colonizacion activa de
la rizésfera y presentan un interés considerable en la mejora de la produccion y el

rendimiento de los cultivos (Gupta ef al., 2022).

Se ha informado que diferentes cepas bacterianas como Bacillus, Rhizobium y
Pseudomonas son los solubilizadores dominantes de fosforo (Rodriguez & Fraga, 1999).
Diversas cepas bacterianas como Herbaspirillum, Azospirillum, Azotobacter,
Acetobacter 'y Pseudomonas incrementan las reacciones de desarrollo dentro de la planta
ya sea aumentando la biodisponibilidad de micro y macronutrientes (por ejemplo, hierro,
zinc y fésforo), la produccion de fitohormonas o fijando nitrogeno atmosférico (Gupta et

al., 2022).

3.8 Bacterias fijadoras de nitrogeno

El nitrogeno es un elemento esencial para el desarrollo de los cultivos, debido a su
participacion en la estructura de las proteinas y, por tanto, en el crecimiento vegetal. Su
disponibilidad puede ser favorecida mediante la fijacion bioldgica de nitrogeno, proceso
realizado por bacterias de vida libre o en asociacion simbidtica con plantas, mediante el
cual el nitrogeno atmosférico es transformado a formas aprovechables por estas (Pilatuiia

etal., 2021).



3.8.1 Azotobacter: Es un grupo de bacterias aerdbicas de vida libre, fijadoras de nitrogeno
y Gram negativas que habitan en el suelo. Tienen forma ovalada o esférica y forman
quistes de pared gruesa (células en estado de latencia resistentes a condiciones
perjudiciales) bajo condiciones ambientales desfavorables. Estas aprovechan el nitrégeno
atmosférico para la sintesis de proteinas celulares, el cual es mineralizado en el suelo,

proporcionando a las plantas cultivadas una parte considerable del nitrogeno disponible

en el suelo (Sumbul et al., 2020).

3.8.2 Azospirillum: Género importante entre las bacterias que promueven el crecimiento
vegetal. La mayoria se describieron a partir de raices de plantas y muestras de suelo.
Algunos miembros del género son reconocidos como biofertilizantes debido a sus
actividades, como la fijacion bioldgica de nitrogeno, producciéon de hormonas,
solubilizacion en fosfato y produccién de sideroforos. Ademds, tiene actividad de

biocontrol de los fitopatdgenos (Pedraza et al., 2020).

La capacidad de Azospirillum de multiplicarse dentro de la rizésfera del cultivo sugiere
su habilidad para mejorar la disponibilidad de nutrientes para las plantas y poder

optimizar el uso de fertilizantes inorganicos y orgédnicos costosos (Suhameena et al.,

2020).

3.9 Bacterias solubilizadoras de fosforo

El féstoro (P) es uno de los elementos mas importantes en la produccion agricola, ya que
después del nitrégeno, es el nutriente inorganico mas requerido por plantas y
microorganismos; ademas, es el factor limitante del desarrollo vegetal a pesar de ser
abundante en el suelo tanto en formas inorganicas como organicas (Garcia de Salamone

et al., 2013).

Los microorganismos solubilizadores de fosforo (PSM) son aquellos capaces de
transformar P inorgénico insoluble en ortofosfato soluble, en una manera que contribuye
significativamente al estado nutricional de una planta especifica. La solubilizacion por
los microorganismos del suelo es una alternativa fundamental para incrementar la

cantidad de P disponible para las plantas (Garcia de Salamone et al., 2013).



Segun Bakki et al. (2024) el P representa entre el 0,2 y el 0,8 % del peso seco de las
plantas, y se requiere una disponibilidad adecuada de este nutriente en muchas actividades

fisioldgicas y bioquimicas de las plantas.

3.9.1 Pseudomonas fluorescens: es una especie bacteriana, Gram-negativa, con forma
de bacilo, ubicua e incapaz de formar esporas, tiene dimensiones que estan entre 0.5-1.0
x 1.5-5 um, presentan movilidad debido a que poseen varios flagelos polares, tienen un
metabolismo energético estrictamente aerobio y nutricion quimiorgandtrofa que no
requiere factores de crecimiento. Sintetizan granulos de polihidroxialcanatos que sirven
de reserva de material celular. Una de las caracteristicas de esta especie es la produccion

de compuestos fluorescentes, de ahi el origen de su nombre (Palleroni, 2005).

La colonizacion en la rizosfera esta influenciada por los exudados radicales, entre ellos
iones, oxigeno libre, agua, enzimas, aminoacidos, mucilago y compuestos fenolicos. P.
fluorescens y P. putida pueden quelar el hierro del medio mediante la sintesis de
sideréforos y, por lo tanto, limitar su disponibilidad para otros microorganismos,
incluidos potenciales patdgenos. Por esta razdn, se consideran antagonistas de diferentes
hongos fitopatdgenos presentes en el suelo, como Fusarium, Phytophthora, Rhizoctonia
y Sclerotium (Santoyo & Rocha, 2020).

3.9.2 Bacillus megaterium: tiene la capacidad de soportar condiciones ambientales
extremas, como la desecacion, las fluctuaciones de temperatura y el agotamiento de
nutrientes (Stanislav, 2024). Se ha utilizado en diversos estudios como solubilizador de
fosforo. Giovelli y Tabaldi (2022) mencionan que los parametros fisiologicos,
morfoldgicos y de productividad fueron influenciados por los niveles de fosforo en los
tratamientos inoculados con B. megaterium y Bacillus subtilis. Jiménez et al. (2022)
confirman que el uso de estas bacterias como biofertilizantes es una alternativa

prometedora para sustituir el uso de fertilizantes quimicos en la agroindustria.

3.9.3 B. subtilis: es una bacteria Gram positiva que forma biopeliculas en superficies
inertes y posee muchos factores de transcripcion. Diferentes cepas sintetizan una variedad
de enzimas hidroliticas, incluyendo, por ejemplo, celulasas, proteasas y B-glucanasas.

También tiene la capacidad de secretar antibidticos, puede modificar su entorno de
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manera autobeneficiosa y también producir endosporas resistentes para mantenerse en
condiciones adversas (Hashem et al., 2019). Por su parte, Swain et al. (2012) mencionan
que son bacterias versatiles con multiples actividades beneficiosas, como el biocontrol
contra patogenos vegetales, la produccion de un regulador del crecimiento (&cido indol-

3-acético) y solubilizacion de P.

3.10 Medios de cultivo selectivos

Existen varias definiciones explicando qué es un medio de cultivo; a continuacion se

mencionan algunas:

En microbiologia, un medio de cultivo es una preparacion soélida, liquida o semisolida
que contiene los nutrientes y condiciones necesarias para el crecimiento y mantenimiento

de microorganismos (Puruncajas & Endara, 2013).

Por su parte Torres (2018) menciona que un medio de cultivo es el material nutritivo
preparado para el aislamiento e identificacién de microorganismos (bacterias y hongos),
proporcionando condiciones apropiadas de pH, nutrientes, temperatura y humedad para

su crecimiento.

3.10.1 Medio NFb (Nitrogen-free semisdlido) Es un medio semisolido libre de
nitrogeno combinado, disefiado especificamente para el aislamiento y deteccién de
rizobacterias diazotroficas, especialmente del género Azospirillum, aunque también
permite el crecimiento de otros microorganismos fijadores de nitrégeno asociados a la

rizosfera (Garcia et al., 2025).

3.10.2 Agar Ashby-2 (manitol o sacarosa) El agar Ashby-2 es un medio selectivo libre
de nitrogeno combinado, formulado para el aislamiento de bacterias fijadoras de
nitrogeno de vida libre, principalmente del género Azotobacter. Es una modificacion del
medio Ashby clasico, en la cual se emplea manitol o sacarosa como fuente de carbono y
una base mineral definida. La ausencia de nitrogeno inorganico obliga a los

microorganismos a utilizar el nitrégeno atmosférico (N2) como tnica fuente nitrogenada,

11



favoreciendo el crecimiento de bacterias con actividad nitrogenasa (Suricallo et al.,

2023).

3.10.3 Agar LB + Rojo Congo: Es un medio diferencial semiselectivo, utilizado para
el aislamiento y reconocimiento presuntivo de ciertas rizobacterias, particularmente
Azospirillum, por su capacidad de absorber el colorante. El rojo Congo se une a
polisacaridos extracelulares producidos por determinadas bacterias rizosféricas. La
absorcion del colorante produce colonias rojizas o rosadas, permitiendo distinguirlas de

otros microorganismos del suelo (Garcia et al., 2025).

3.10.4 Agar Pikovskaya: Para la deteccion de microorganismos solubilizadores de
fosfato del suelo, un medio elaborado a base de extracto de levadura que provee nutrientes
esenciales para las bacterias y de dextrosa como fuente de carbono para el crecimiento

bacteriano, benéficos para los suelos de cultivos vegetales (Suricallo et al., 2023).

3.11 Aislamiento de bacterias rizosféricas

Uno de los desafios mas grandes en los trabajos de investigacion es la obtencion de
cultivos puros de microorganismos y para esto es necesario separar el microorganismo de
interés de los demas, a esto se le conoce como aislamiento. Existen diversas técnicas para
el aislamiento microbiano. Entre las mas utilizadas para separar microorganismos a partir

de una poblacidon mixta se encuentran las siguientes:

3.11.1 Aislamiento por estria en superficie, En este procedimiento, el medio de cultivo
agarizado fundido se vuelca asépticamente en una placa Petri y una vez solidificado se
inocula introduciendo el ansa en la suspension microbiana de la cual se parte,

distribuyendo este material sobre la superficie del medio sélido.

Las células quedaran fijas en distintos puntos del medio sélido y luego de la incubacion
de la caja sembrada, se observaran las colonias. Si se parte de un cultivo mixto muy
concentrado. Conviene descargar el indculo realizando varias pasadas sucesivas (estrias)

sobre uno de los bordes de la placa, luego quemar el ansa, tomar material de las ultimas
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estrias realizadas y continuar la siembra sobre el resto de la superficie del medio teniendo
cuidado de no pasar dos veces el ansa por el mismo lugar. Luego se procede a la
incubacion a una temperatura adecuada para la especie que se quiere aislar (Soria ef al.,

2016).

Con esta metodologia se obtendran zonas en la placa donde las colonias estén bien
separadas. Se toma material de una de estas colonias y se repite todo el procedimiento
hasta obtener una placa que contenga solo colonias de igual aspecto. Muchas de las
colonias que aparecen en la primera placa son colonias mixtas formadas por dos o mas
tipos de bacterias que crecen juntas. Por este motivo resulta fundamental repetir el

proceso de aislamiento (Soria et al., 2016).

3.12 Métodos utilizados para la evaluacion del crecimiento bacteriano

El crecimiento bacteriano puede evaluarse mediante diferentes métodos que permiten
estimar los cambios en el numero de células o en la biomasa de una poblacion a lo largo
del tiempo. Estas técnicas proporcionan informacion sobre la dindmica de crecimiento de

los microorganismos y su respuesta a diferentes condiciones ambientales y nutricionales.

3.12.1 Método de determinacion del numero de células o de 1a masa de una

poblacion bacteriana:

Segin O’Connor y Paramo (2019), la determinacién del crecimiento bacteriano
comprende técnicas cuantitativas que permiten estimar el tamafo de una poblacion, ya
sea mediante el nimero de células o la cantidad de biomasa presente en un cultivo. Estos
métodos son utilizados para estudiar la dindmica poblacional y evaluar la respuesta de los
microorganismos ante diferentes condiciones de crecimiento. Los autores sefialan que el

crecimiento bacteriano puede abordarse desde dos perspectivas complementarias:

a) Determinacion del nimero de células: este enfoque permite estimar cuantas células
bacterianas estan presentes en una poblacion en un momento determinado,
considerando células viables, capaces de dividirse, o células totales, tanto vivas como

muertas.
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b) Determinacion de la masa bacteriana: permite estimar la cantidad total de material
celular producido por una poblacidon bacteriana, independientemente del nimero
exacto de células. Para ello, pueden considerarse parametros como el incremento de

peso, el aumento de la turbidez y la concentracion de componentes celulares.

3.12.2 Método de recuento en placa:

Segun Soria et al. (2016), el recuento en placa es un método que permite cuantificar las
células viables presentes en una poblacion bacteriana. Se basa en la capacidad de una
célula viable, colocada en un medio agarizado con nutrientes apropiados, para formar una
colonia. Por esta razon, el recuento se realiza a partir de las colonias desarrolladas, bajo
el supuesto de que cada una se origina a partir de una célula viable. Para obtener un
nimero adecuado de colonias que permita realizar el recuento, es necesario emplear
diluciones apropiadas de la muestra. Los autores describen dos modalidades principales

de recuento en placa:

a) Siembra por extension con espatula de Drigalski o distribucién con perlas de
vidrio: consiste en distribuir un pequefio volumen de la muestra sobre la superficie
de un medio so6lido utilizando una espatula de Drigalski o perlas de vidrio. Después
de la incubacion, se realiza el recuento de las colonias desarrolladas a partir de las

diluciones seriadas.

b) Siembra en profundidad (mezcla con agar fundido): consiste en mezclar la
suspension bacteriana con agar fundido antes de su solidificacién. Las colonias
pueden desarrollarse tanto en el interior como en la superficie del medio, permitiendo

realizar el recuento de las bacterias viables presentes en la muestra.

3.13 Identificacion de rizobacterias

Segun Madigan et al. (2021), el gen 16S rRNA (~1 500 pb) presenta regiones conservadas
e hipervariables (V1-V9), lo que permite la identificacion taxondmica y filogenética de

bacterias, incluidas rizobacterias de interés agricola.
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3.14 Bioinsumos de uso agricola

Los bioinsumos agricolas son productos de origen biologico utilizados para mejorar la
productividad de los cultivos y favorecer la salud del agroecosistema. Pueden elaborarse
a partir de microorganismos, extractos vegetales, compuestos orgdnicos o minerales
naturales y se emplean para mejorar la nutricién vegetal, estimular el crecimiento y
contribuir al control de plagas y enfermedades. Entre ellos se encuentran los
biofertilizantes, bioestimulantes, biocontroladores y enmiendas organicas, considerados
alternativas sostenibles frente a los agroquimicos convencionales (Rosales-Castillo et al.,

2025; Colina Sifontes, 2025).

Los bioinsumos basados en microorganismos rizosféricos incluyen bacterias promotoras
del crecimiento vegetal (PGPR), como Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus y
Pseudomonas. Estos microorganismos pueden favorecer procesos como la fijacion
bioldgica de nitrégeno, solubilizacion de fosforo, produccion de fitohormonas y supresion
de patdgenos, contribuyendo a mejorar la disponibilidad y eficiencia en el uso de
nutrientes y a promover sistemas agricolas mas sostenibles (Cassan & Diaz-Zorita, 2016;

Coniglio et al., 2019; Singh & Kumar, 2024).

En Honduras, el uso y produccién de bioinsumos se encuentra en crecimiento, impulsado
por la necesidad de reducir el uso de agroquimicos y promover practicas agricolas
sostenibles. Aunque la SAG y la FAO han promovido iniciativas en esta area, persisten
desafios relacionados con la regulacion, transferencia tecnoldgica y adopcion por los
productores, por lo que su desarrollo representa una oportunidad para fortalecer la

sostenibilidad de los sistemas productivos del pais (SAG, 2021).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion de la investigacion

Se realiz6 en la Universidad Nacional de Agricultura (UNAG), ubicada en la carretera
que va hacia Dulce Nombre de Culmi Kilometro 215, Barrio El Espino, en la ciudad de
Catacamas, departamento de Olancho, con coordenadas 14*49°47°N, 85*50°40°0/
14.829813,- 85.8444326, a una altitud de 350 msnm, con temperaturas que oscilan en los
24.2 a 24.7 °C y precipitacion anual de 845 mm

O Seccion de Horticultura

z Nacional
de Agricultinrs P

Figura 2. Ubicacion de la investigacion.

4.2 Materiales

Se utilizaron los siguientes materiales: bandejas para semillero, semillas, raices con
rizosfera, pala, piocha, bolsas plasticas estériles, hielera, botas de hule, marcador

permanente, placas Petri, tubos de ensayo, beaker, matraces Erlenmeyer, probetas
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graduadas, portaobjetos, cubreobjetos, asa bacterioldgica, puntas estériles para
micropipeta de diferentes capacidades, bisturi, mortero y pistilo, espatulas de acero
inoxidable, papel Parafilm, papel toalla, cinta masking tape, mascarillas quirtrgicas,

guantes, hojas de registro, libreta de apuntes, lapiz grafito, lapiz tinta y borrador.

Asimismo, se utilizaron alcohol al 70 y 95 %, agua destilada, cloruro de sodio, hipoclorito
de sodio, gel de manos, detergente, medio de cultivo Ashby, medio de cultivo PVK, cristal

violeta, Lugol, safranina y aceite de inmersion.

4.3 Equipos

Céamara de flujo laminar, autoclave, microscopio, balanza digital, agitador orbital, hot
plate, mechero Bunsen, refrigeradora, pie de rey (calibrador Vernier), micropipetas de

volumen variable, computadora, memoria USB y grabadora.

4.4 Metodologia

El estudio se desarrollo en dos fases: campo y laboratorio.

4.4.1 Fase de campo

Comprendi6 desde la realizacion del semillero hasta la recoleccion de raices con suelo

rizosférico.

El establecimiento de los semilleros se realiz6 bajo la metodologia y supervision de los
técnicos de la seccion de hortalizas. La siembra se efectu6 utilizando sustrato estéril en
bandejas de 200 alveolos, previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio al 5 %. Las
bandejas se colocaron en camaras oscuras de germinacion y, transcurridos tres dias,
fueron trasladadas al invernadero de plantulas, donde recibieron los cuidados necesarios
hasta alcanzar la etapa de trasplante, la cual se realizé en el momento de la aparicion de

la segunda hoja verdadera de las plantas.
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Para el trasplante se seleccionaron parcelas previamente utilizadas en estudios de
biofertilizacion, las cuales habian sido inoculadas con microorganismos de interés
agricola, entre ellos bacterias fijadoras de nitrégeno, solubilizadoras de fosforo y

endofiticas.

4.4.1.1 Muestreo de plantas y recoleccion de raices

Se realiz6 80 dias después del trasplante, tiempo suficiente para que las plantas expresaran
su potencial de crecimiento. Para la seleccion de las plantas se consideraron dos

categorias de vigor vegetativo: vigor mayor e intermedio aparente.

Se recolectd un total de ocho plantas (cuatro por parcela/categoria), distribuidas de la

siguiente manera:

a) 4 plantas con vigor mayor.

b) 4 plantas con vigor intermedio.

Las raices con suelo rizosférico adherido fueron extraidas cuidadosamente con la ayuda
de piocha y pala, evitando dafos en las estructuras radiculares. Cada muestra fue colocada
en bolsas estériles y rotulada con la informacion correspondiente (cddigo de muestra,
parcela, categoria de vigor vegetativo y fecha de colecta). Finalmente, las muestras se
transportaron en una hielera con acumuladores de frio hacia el Laboratorio de
Entomopatdgenos (LEP) de la UNAG, donde se dio inicio el proceso de aislamiento

(Anexo 1).

4.4.2 Fase de laboratorio

Las actividades se realizaron en el LEP de la UNAG, siguiendo los protocolos
establecidos para el control de contaminacion. Durante esta fase se llevaron a cabo
procedimientos de desinfeccion, esterilizacion de materiales y manejo aséptico, con el
proposito de garantizar condiciones adecuadas para el aislamiento y manipulacion de las

bacterias rizosféricas.
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4.4.2.1 Desinfeccion de infraestructura y superficies

La infraestructura, superficies, equipos y materiales de trabajo fueron desinfectados
utilizando hipoclorito de sodio al 5 %. Este procedimiento se complemento con el uso de
agua destilada y detergente, con el fin de eliminar residuos de materia organica que

pudieran interferir con los resultados.

4.4.2.2 Desinfeccion de la cabina de flujo laminar

Fue desinfectada antes y después de cada procedimiento de aislamiento mediante la
aplicacion de alcohol al 70 %, tanto en las superficies internas como externas del area de
trabajo. Asimismo, previo a la ejecucion de cualquier procedimiento de aislamiento, se
realizd la desinfeccion personal, que incluyé el lavado de manos con abundante agua y
jabon, secado correspondiente y posterior aplicacién de alcohol al 70 %. Durante todo el
proceso se utilizé el equipo de proteccion personal necesario, incluyendo gabacha,

guantes y mascarilla.

4.4.2.3 Esterilizacién de materiales

Los materiales y cristaleria, una vez lavados y secos, fueron esterilizados en autoclave
mediante vapor de agua a presion, utilizando una presién de 15 libras por pulgada

cuadrada (psi) hasta alcanzar una temperatura de 121 °C durante 30 minutos.

4.4.2.4 Preparacion de medios de cultivo

Para el aislamiento bacteriano se emplearon medios de cultivo selectivos destinados a
favorecer la recuperacion de microorganismos con caracteristicas de interés agronomico.
Para la preparacion de los medios se sigui6 lo propuesto por Timofeeva et al. (2023),

como se detalla a continuacion:

A) Pikovskaya (PVK): Estos medios son utilizados para el aislamiento y seleccion de

bacterias solubilizadoras de fosforo y tienen la siguiente composicion quimica.
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Tabla 1. Componentes para la preparacion del medio Pikovskaya

COMPONENTES NOMBRE QUIMICO CANTIDAD (g-L™)
Cas(PO4)2 Fosfato tricalcico (insoluble) 5.0

(NHa4)2SO4 Sulfato de amonio 0.5

KCl Cloruro de potasio 0.2

MgSO4 Sulfato de magnesio 0.1

MnSO4 Sulfato de manganeso 0.0001

FeSOs Sulfato ferroso 0.0001

Extracto de levadura Fuente de nutrientes 0.5

Dextrosa (CsHi206) Fuente de carbono 10.0

Agar Agente solidificante 20.0

Fuente: Timofeeva et al. (2023).
B) Ashby (sin nitrégeno): Este medio es utilizado para el aislamiento y seleccion de
bacterias fijadoras de nitrogeno, ya que carece de fuentes de nitrogeno mineral. Su

composicion tipica se detalla en la siguiente tabla.

Tabla 2. Componentes para la preparacion del medio Ashby

COMPONENTES NOMBRE QUIMICO CANTIDAD (g-L™)
K>HPO4 Fosfato dipotasico 0.2

MgSO.4-7H-0 Sulfato de magnesio heptahidratado 0.2

NaCl Cloruro de sodio 0.2

FeSO.-7H-0 Sulfato ferroso heptahidratado 0.01

CaCOs Carbonato de calcio 5.0

Manitol (CeH14Os) Fuente de carbono 10.0

Agar Agente solidificante 20.0

Fuente: Timofeeva et al. (2023).

La preparacion se realizé mediante el pesado de las cantidades correspondientes de cada
componente, de acuerdo con las especificaciones indicadas por el fabricante. Los insumos
se disolvieron en agua destilada respetando el orden de incorporacion recomendado, el
cual consistio en disolver inicialmente las sales minerales y posteriormente, adicionar las

fuentes de carbono.
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Durante este proceso, la mezcla se mantuvo bajo agitacion constante en una placa
agitadora magnética con calentamiento (hot plate), a una temperatura aproximada de 70-
100 °C; y una velocidad de 1,200 revoluciones por minuto (rpm), con una duracion
estimada de 15 a 30 minutos, sujeto al volumen de la preparacion, hasta lograr la completa
disolucion y homogenizacion de los componentes del medio de cultivo. El calentamiento
se controlo para evitar la ebullicién del medio, ya que esta puede provocar pérdida de
volumen por evaporacion y alterar la concentracion de los componentes antes del proceso

de esterilizacion.

Una vez obtenida una mezcla homogénea, los medios fueron sometidos a esterilizacion
en autoclave a 121 °C durante 30 minutos, con el objetivo de eliminar microorganismos

contaminantes y esporas.

Una vez finalizado el proceso de esterilizacion, los medios de cultivo fueron vertidos en
placas Petri estériles bajo condiciones asépticas dentro de una cabina de flujo laminar.
Durante el procedimiento se trabajo en presencia de un mechero Bunsen con el fin de
disminuir el riesgo de contaminacion. En cada placa se dispensaron aproximadamente 15
mL de medio de cultivo, permitiendo posteriormente su solidificacion a temperatura
ambiente. Una vez solidificado el medio, las placas fueron almacenadas en bolsas
plasticas estériles hasta su utilizacion, como medida adicional para preservar esterilidad

del material (Rajguru & Bhatt, 2022).

4.4.2.5 Procesamiento de muestras de raices con suelo rizosférico para el aislamiento

microbiano

Previamente, se preparo la solucion fisioldgica al 0,9 %, mediante la disolucion de 9 g de
cloruro de sodio (NaCl) en un litro de agua destilada. La mezcla fue sometida a agitacion
en una placa agitadora magnética (hot plate) hasta lograr la completa disolucion del
soluto. Posteriormente, la solucién fue esterilizada para su uso en los procedimientos

microbiologicos (Rehan et al., 2023).

En el laboratorio, el exceso de suelo adherido a las raices fue removido cuidadosamente,

conservando unicamente la fraccion de suelo rizosférico. Se pesaron 10 g de raices mas
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rizosfera, las cuales fueron maceradas bajo condiciones estériles con el objetivo de liberar
tanto los microorganismos adheridos a la superficie radicular como aquellos endofiticos
presentes en los tejidos internos. El macerado obtenido fue transferido a matraces
Erlenmeyer que contenian 90 mL de solucion fisiologica estéril. La suspension resultante
fue colocada en un agitador orbital a 150 rpm durante 30 minutos, con el propdsito de
favorecer la liberacion y homogenizacion de los microorganismos presentes en la

muestra.

4.4.2.6 Preparacion de diluciones seriadas a partir de la suspension inicial

A partir de la suspension obtenida del macerado radicular y suelo rizosférico, se realizaron
diluciones seriadas con el fin de reducir la concentracion bacteriana y facilitar la
obtencion de colonias aisladas en los medios de cultivo.

Para ello, se prepararon tubos de ensayo estériles con 9 mL de solucion fisioldgica como
diluyente. Se transfiri6 1 mL de la suspension inicial al primer tubo para obtener la
diluciéon 107! y se homogeneizdé en vortex durante aproximadamente 10 segundos.
Posteriormente, se tomd 1 mL de esta dilucion y se transfirié a un segundo tubo con 9 mL
del diluyente para obtener la dilucion 1072, El procedimiento se repitié sucesivamente,
homogeneizando cada tubo antes de realizar la siguiente transferencia, hasta alcanzar la

dilucion 107° (Rehan ef al., 2023) (Anexo 2).

4.4.2.7 Siembra de diluciones y aislamiento de bacterias rizosféricas

El aislamiento de bacterias rizosféricas se realizd mediante técnica de siembra en
superficie, propuesta por Gupta et al. (2022). Para ello, se tomaron 50 pL de las diluciones
seleccionadas (1072 a 107°) utilizando una micropipeta con puntas estériles, se
depositaron en el centro de cada placa Petri que contenian los medios de cultivo selectivos

previamente preparados.

El in6culo se distribuy6 uniformemente sobre la superficie del medio utilizando espatulas
de Drigalski estériles de acero inoxidable, con el fin de lograr una distribucion homogénea
de la muestra sobre toda la superficie del medio. Durante el proceso de siembra se

utilizaron dos espatulas, las cuales se alternaron entre cada placa. Después de cada uso,
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la espatula se desinfectd con alcohol al 95 % y se flamed en la llama de un mechero
Bunsen, permitiendo su enfriamiento durante unos segundos antes de entrar nuevamente
en contacto con el medio de cultivo y asi evitar contaminacion cruzada entre las diferentes

diluciones.

Una vez finalizada la siembra, cada placa fue rotulada con el coédigo correspondiente de
la muestra, dilucion evaluada y tipo de medio de cultivo. Las placas se sellaron con papel
parafilm para reducir el riesgo de contaminacion externa y pérdida de humedad del medio.
Seguidamente, se colocaron en bolsas plasticas estériles y organizaron en un estante

previamente identificado con los cddigos y fechas correspondientes.

Las placas se mantuvieron a temperatura ambiente del laboratorio, aproximadamente
entre 24 y 30 °C, rango que corresponde a las condiciones ambientales. Durante este
periodo se realizaron las observaciones periddicas de las placas para detectar el inicio del
crecimiento bacteriano, el cual pudo evidenciarse en algunos casos antes de las 24 horas,
aunque las colonias continuaron desarrollandose con el tiempo hasta permitir una mejor

visualizacion y posterior seleccion.

4.4.2.8 Purificacion de los aislamientos bacterianos en medio PVK

Las colonias obtenidas fueron observadas mediante un estereoscopio para evaluar sus
caracteristicas morfoldgicas y la presencia de halos de solubilizacion. Se seleccionaron
aquellas que presentaban halos claros en medio PVK, los cuales corresponden a zonas de

solubilizacion de fosfatos insolubles presentes en el medio.

A partir de las colonias seleccionadas se tomo el indculo bacteriano utilizando un asa
bacterioldgica previamente esterilizada en la llama de un mechero Bunsen, el cual fue
transferido a nuevas placas Petri. Posteriormente, el indculo se distribuy6 sobre la
superficie del medio mediante la técnica de estriado por agotamiento en tres sectores, con
el fin de reducir progresivamente la densidad bacteriana y favorecer la obtencion de
colonias aisladas. Este procedimiento se repiti6 mediante repiques sucesivos,
realizdndose observaciones periddicas de las placas para evaluar el crecimiento

bacteriano y presencia de halos de solubilizacion.
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4.4.2.9 Purificacion de los aislamientos bacterianos en medio Ashby

Se realiz0 a partir de colonias que mostraron crecimiento en este medio libre de nitrogeno.

La seleccion de colonias se baséd en su desarrollo sobre el medio.

El proceso de purificacion se llevd a cabo mediante la técnica de estriado previamente
descrita, realizandose repiques sucesivos para continuar con el proceso de aislamiento.
Durante este procedimiento se evalud peridodicamente el crecimiento bacteriano en las

placas (Anexo 3).

4.4.2.10 Determinacion de pureza de los aislamientos bacterianos

A partir de las placas de purificacion se seleccionaron colonias bien definidas y
representativas, las cuales fueron transferidas utilizando un asa bacterioldgica estéril a
tubos de ensayo que contenian 6 mL de medio de cultivo Ashby o PVK, segun la
procedencia de cada aislado. La inoculacion se realiz6 mediante estria sobre la superficie

del medio, y los tubos se incubaron hasta observar crecimiento bacteriano.

Una vez desarrollado el crecimiento bacteriano en los tubos, se procedio a verificar la
pureza de los aislamientos mediante tincion de Gram, siguiendo la metodologia descrita
por Reyes ef al. (2019). Para ello, se tomo una pequena cantidad de indculo bacteriano
desde el tubo de cultivo utilizando un asa bacteriologica estéril, la cual se suspendio en
una gota de solucion fisioldgica estéril colocada sobre un portaobjetos limpio y

previamente rotulado, obteniendo una extension bacteriana fina y homogénea.

La preparacion se dejo secar a temperatura ambiente y posteriormente se realizd la
fijacion por calor, pasando el portaobjetos suavemente sobre la llama de un mechero
Bunsen. Seguidamente, se aplico cristal violeta como colorante primario durante un
minuto, seguido de un enjuague con agua destilada para retirar el exceso de colorante.
Posteriormente se adiciond lugol durante un minuto como mordiente y se realizé un nuevo

lavado con agua.

24



La decoloracion se efectué mediante la aplicacion de alcohol al 96 % durante 15-20
segundos; deteniéndose inmediatamente el proceso con un lavado suave con agua
destilada. A continuacion, se aplicd safranina como colorante de contraste durante un

minuto, seguido de un enjuague final con agua destilada.

Una vez seca la preparacion, las muestras fueron observadas utilizando un microscopio
optico con objetivo de inmersion 100x, empleando aceite de inmersion. Durante la
observacion microscopica se evaluaron caracteristicas como la coloracion de Gram,
forma celular y uniformidad morfoldgica de las células bacterianas, con el proposito de
confirmar la pureza de los aislamientos. Los cultivos que presentaron uniformidad
morfoldgica celular fueron considerados aislamientos puros y se conservaron para los
analisis posteriores. Finalmente, la informacion correspondiente a cada aislamiento,
incluyendo origen de la muestra, medio de cultivo, caracteristicas morfoldgicas y
resultados de la tincion, fue registrada en fichas técnicas, con el fin de garantizar la

trazabilidad y control de los aislamientos bacterianos obtenidos (Anexo 4).

4.4.2.11 Obtencion de biomasa bacteriana

Los aislamientos conservados en tubos de ensayo fueron resembrados en placas Petri
mediante la técnica de estriado previamente descrita. Las placas permanecieron a
temperatura ambiente hasta evidenciar un crecimiento adecuado de las colonias. A
continuacion, se rotularon tubos Eppendorf de 2 mL y se adicioné 1 mL de solucion
fisiologica estéril en cada uno. A partir de las colonias frescas se recolecto biomasa

bacteriana, la cual fue transferida a su respectivo tubo (Anexo 5).

Las muestras preparadas se trasladaron al Laboratorio de Biotecnologia de la UNAG,
donde se realizd la extraccion de ADN gendmico mediante el protocolo basado en el
método de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) descrito por Doyle y Doyle (1990),

adaptado y estandarizado por dicho laboratorio.
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4.4.2.12 Extraccion de ADN

Inicialmente, las células bacterianas fueron sometidas a un proceso de lisis mediante la
accion del buffer CTAB y proteinasa K, con el propdsito de romper la pared y membrana

celular, degradar proteinas y liberar el ADN contenido en las células bacterianas.

A continuacion, se realiz6 la purificacion del ADN mediante extraccion con una mezcla
de cloroformo:alcohol isoamilico, permitiendo la separacion del ADN de proteinas,
lipidos y otros componentes celulares. La fase acuosa que contenia el ADN fue
recuperada y sometida a precipitacion con isopropanol al 100 % frio para favorecer su
concentracion. Posteriormente, el precipitado se lavo con etanol al 70 % para eliminar
impurezas y restos de sales, y se dejo secar a temperatura ambiente. E1 ADN purificado
fue resuspendido en buffer TE, obteniéndose ADN gendémico (Anexo 6) apto para la

evaluacion de su calidad mediante electroforesis en gel de agarosa.

4.4.2.13 Evaluacion de la calidad del ADN

Se cargaron alicuotas del ADN mezcladas con buffer de carga y depositadas en los
pocillos de un gel de agarosa, junto con un marcador de peso molecular para la estimacion
del tamafio de los fragmentos de ADN. La corrida electroforética se realizé en una camara
de electroforesis utilizando un buffer de corrida, a 75 V y 86 mA durante 40 minutos,

permitiendo la separacion de los fragmentos segun su tamario.

Al concluir la corrida, el gel fue visualizado en un transiluminador de luz ultravioleta para
observar las bandas de ADN. La presencia de bandas definidas y sin evidencia de
degradacion confirmd la obtencion de ADN gendmico de calidad, apto para continuar con

el proceso de secuenciacion y los andlisis moleculares posteriores.

Las muestras que presentaron ADN genomico de calidad fueron seleccionadas para su
secuenciacion. Los crioviales fueron debidamente rotulados y enviados a Psomagen Inc.
(Rockville, Maryland, Estados Unidos), empresa especializada en servicios de gendmica,

secuenciacion de ADN y andlisis moleculares para investigacion cientifica, donde se
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realizo la secuenciacion del gen 16S rRNA vy el analisis de los genes funcionales nifH,

ged y phoD (Anexo 7).

4.4.2.14 Evaluacion de la capacidad de solubilizacion de fosforo

Para evaluar la capacidad de solubilizacion de fosforo, se utilizaron los cinco aislados
bacterianos obtenidos en medio PVK: BS1, BS2, BS3, BS4 y BS5. A partir de cultivos
puros, se tomo indculo de cada uno con un asa bacteriologica estéril y se realizé una
inoculacion puntual en el centro de placas Petri con medio PVK. Se establecieron tres

repeticiones por aislado, para un total de 15 unidades experimentales.

Las placas fueron evaluadas diariamente durante 15 dias, mediante la medicion del
diametro de la colonia y del halo claro de solubilizacion formado alrededor de esta. Las
mediciones se realizaron con un pie de rey (calibrador Vernier). A partir de los valores
obtenidos se calcul6 el indice de solubilizacion (IS), de acuerdo con la relacion descrita

por Edi-Premono et al. (1996):

(Diametro de la colonia + Diametro del halo de solubilizacion)

Didmetro de la colonia

Durante el periodo de evaluacion se realizo la toma de datos correspondiente al diametro
de las colonias y de los halos de solubilizacion. Como evidencia visual complementaria

del ensayo, se tomaron fotografias de las placas en los dias 1, 5, 10 y 15 (Anexo 8).

4.4.2.15 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizaron los datos correspondientes al dia 15 de evaluacion,
obtenidos de las réplicas de cada aislado. Previamente, se verificd el supuesto de
normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilks modificada. Posteriormente, los valores
del indice de solubilizacion de fosforo fueron sometidos a un andlisis de varianza
(ANOVA) para determinar la existencia de diferencias significativas entre los aislados.
Se aplico la prueba de comparacion de medias de Tukey, con un nivel de significancia de

a = 0,05. Los analisis se realizaron mediante el programa InfoStat (Anexo 9).
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4.4.2.16 Analisis bioinformatico de las secuencias

Las secuencias obtenidas mediante secuenciacion Sanger fueron analizadas utilizando el
software Geneious Prime. Inicialmente, se importaron las lecturas forward y reverse de
cada aislado y se inspeccionaron visualmente los cromatogramas para evaluar la calidad

de las secuencias (Anexo 10).

Se recortaron los extremos de baja calidad utilizando un limite de probabilidad de error
(Error Probability Limit) de 0,05 y se eliminaron las bases ambiguas (N) y las regiones
con sefiales superpuestas. Antes del ensamblaje, las secuencias fueron revisadas
manualmente para verificar la calidad de las bases. La lectura reverse se convirtio en su
complemento inverso y se ensamblo con la lectura forward mediante el algoritmo De
Novo Assemble, obteniéndose una secuencia consenso para cada aislado (Kearse et al.,

2012) (Anexo 11).

Las secuencias consenso fueron comparadas con la base de datos de nucledtidos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) mediante la herramienta
BLASTn integrada en Geneious Prime. La identificacion taxondmica de los aislados se
realizd considerando el porcentaje de identidad, la cobertura de la consulta (Query
Cover), el valor esperado (E-value), la puntuacion (Bit Score) y la longitud de la
secuencia alineada. En los casos en que no fue posible obtener una secuencia consenso
de calidad, las lecturas forward y reverse fueron analizadas de forma independiente. Los
resultados con mayor similitud fueron utilizados para la identificacion de los aislados

bacterianos hasta el nivel de género (Altschul et al., 1990) (Anexo 12).

Para el anélisis de los genes funcionales nifH, gcd 'y phoD, las secuencias obtenidas fueron
analizadas mediante BLAST y comparadas con secuencias disponibles en la base de
datos. A partir de las coincidencias obtenidas, se revisé la anotacion de los genes
identificados con el propdsito de determinar su correspondencia con los genes de interés
o con genes relacionados con funciones asociadas a la fijacion bioldgica de nitrogeno y

al metabolismo del fésforo (Anexo 13).
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4.4.2.17 Analisis filogenético

Para complementar la identificaciéon molecular de los aislados bacterianos, se realizé un
analisis filogenético a partir de las secuencias del gen 16S rRNA. Las secuencias de los
aislados y las secuencias de referencia relacionadas taxonomicamente con los géneros
identificados fueron alineadas mediante el programa ClustalX version 2.1 (Larkin et al.,

2007).

A partir del alineamiento obtenido, el arbol filogenético se construy6 en el programa
MEGA 11 mediante el método de Maxima Verosimilitud, utilizando el modelo de
sustitucion Tamura-Nei. La confiabilidad de los agrupamientos fue evaluada mediante un
analisis bootstrap con 500 réplicas, cuyos valores de soporte fueron expresados como

porcentajes en los nodos del arbol.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Aislamiento y caracterizacion de los aislados bacterianos

El procesamiento de las muestras de raices de plantas de tomate con rizosfera adherida

permiti6 obtener diez aislados bacterianos, distribuidos equitativamente entre los medios

Ashby y PVK. Los aislados presentaron variaciones en la forma, coloracién y

caracteristicas estereoscopicas de las colonias, evidenciando diferencias morfoldgicas

entre ellos. La caracterizacion de cada aislado se detalla en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de las colonias bacterianas aisladas en los medios Ashby y PVK.

AISLADO  MEDIO  MUESTRA  VIGORDELA  DILUCION FORMA COLOR CARACTERISTICAS
PLANTA ESTEREOSCOPICAS
BF1 Ashby Ml Intermedio 10 Circular ~ Blanco cremoso  Centro oscuro con periferia
mas clara.
BF2 Ashby M3 Intermedio 10-° Circular ~ Blanco cremoso  Centro oscuro con periferia
mas clara.
BF3 Ashby Ml Intermedio 10° Circular ~ Blanco cremoso  Aspecto oscuro y uniforme.
BF4 Ashby M4 Intermedio 103 Irregular Amarillo Superficie homogénea con
tonalidad amarilla clara.
BF5 Ashby M3 Intermedio 10— Circular  Blanco cremoso  Superficie granular, tonalidad
mas intensa hacia el centro.
BS1 PVK M3 Mayor 103 Irregular Amarillo Aspecto oscuro y uniforme.
BS2 PVK M3 Mayor 103 Irregular ~ Blanco cremoso  Tonalidad amarilla clara.
Blanco cremoso  Superficie estriada con patron
BS3 PVK M3 Mayor 103 Irregular radial marcado.
Centro oscuro con periferia
BS4 PVK Ml Intermedio 103 Irregular ~ Blanco cremoso  mas clara.
Superficie  plegada, con
BS5 PVK Ml Intermedio 103 Circular ~ Blanco cremoso  elevacion central y patron

radial.
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El registro fotografico permiti6 complementar la caracterizacion de los aislados y
documentar las diferencias morfoldgicas observadas entre las colonias. En la Figura 3.

se muestran las caracteristicas estereoscopicas de los diez aislados bacterianos.

BF1

BS1 BS2 BS3 BS4 BS5

Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas observadas mediante estereoscopio en las colonias

de los diez aislados bacterianos.

5.2 Capacidad de solubilizacion de fosforo de los aislados bacterianos

La capacidad de solubilizacion de fosforo de los aislados bacterianos se evalué mediante
el céalculo del indice de solubilizacién (IS) en medio PVK. Los datos cumplieron el
supuesto de normalidad segun la prueba de Shapiro-Wilks modificada (W* = 0,90; p =
0,1678). El andlisis de varianza evidencid diferencias altamente significativas entre los
aislados (F = 27,27; p < 0,0001), y la prueba de comparacion de medias de Tukey (o =

0,05) permitio establecer dos grupos estadisticos, como se muestra en la Figura 4.

Indice de solubilizacion de fosforo de los aislados bacterianos.
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Figura 4. indice de solubilizacion de fosforo de los aislados bacterianos evaluados en

medio PVK al dia 15.
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BS4 presentd el mayor indice de solubilizacion (5,04), seguido de BS1 (4,27) y BS2
(4,04), sin diferencias significativas entre ellos, por lo que conformaron el grupo A. En
contraste, BS5 (2,54) y BS3 (2,33) registraron los valores mas bajos y conformaron el

grupo B, diferenciandose significativamente de los aislados del grupo A.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Kirui ef al. (2022), quienes
registraron indices de solubilizacion de 4,20 para Enterobacter y de hasta 5,83 para
Burkholderia, valores comparables con los obtenidos en la presente investigacion. En
contraste, para Curtobacterium los autores reportaron un indice de 3,20, superior a los

valores registrados para los aislados de este género en el presente estudio (2,33-2,54).

5.3 Identificacion molecular de los aislados bacterianos mediante el gen 16S rRNA
y analisis de genes funcionales

La identificacion taxondmica se realizé considerando principalmente los porcentajes de
identidad y cobertura obtenidos en el alineamiento. El analisis permitié identificar ocho
géneros bacterianos: Labrys, Rhizobium, Cronobacter, Brevibacillus, Agrobacterium,
Burkholderia, Curtobacterium y Enterobacter, con porcentajes de identidad entre 97,6 y

99,9 % y coberturas entre 97,9 y 100 % (Tabla 4).

Tabla 4. Identificacion molecular de los aislados bacterianos mediante el analisis de

secuencias del gen 16S rRNA.

CODIGO GENERO IDENTIFICADO COBERTURA (%) IDENTIDAD (%) N°DE ACCESO
BF1 Labrys 98,86 99,2 L£S999501
BF2 Rhizobium 99,86 99,9 CP071311
BF3 Cronobacter 100,00 99,3 KT933253
BF4 Brevibacillus 98,90 97,6 KU362810
BF5 Agrobacterium 99,72 99,9 CP143886
BS1 Burkholderia 100,00 99,4 EU826644
BS2 Burkholderia 100,00 99,4 CP013375
BS3 Curtobacterium 100,00 99,5 JQ660282
BS4 Enterobacter 97,90 99,3 CP123598
BS5 Curtobacterium 100,00 99,8 JQ660282
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El andlisis filogenético mostro el agrupamiento de los aislados con secuencias de
referencia relacionadas con los géneros identificados mediante el andlisis del gen 16S
rRNA. Los aislados BF1, BF2, BF3 y BF5 mostraron afinidad filogenética con Labrys,
Rhizobium, Cronobacter y Agrobacterium, respectivamente; BS1 y BS2 se agruparon con
Burkholderia, BS3 'y BSS5 con Curtobacterium, y BS4 con Enterobacter. Los
agrupamientos presentaron diferentes niveles de soporte bootstrap, evidenciando
variaciébn en la robustez de las relaciones filogenéticas inferidas. En general, la
distribucion de los aislados en el arbol respaldd la asignacion taxondmica obtenida

mediante el analisis de las secuencias del gen 16S rRNA (Figura 5).

84 g
90 ﬂ— NR 117727.2
NR 117728.2
2 ——  NR1177252
100
1 5
% - NR 112729.1
88 :
2
42 —‘0[—4: 3
- NR 1144561
9 ) 6
I NR 113627.1
- NR 044524, 1
99 100 AB006943.1

i L Brevibacillus
v st8 BS3S Assembly consensus sequence
1()01 [ st10 BS5SS Assembly consensus sequence
— JCurtobacterium luteum
100 — st1 BF1S Assembly consensus sequence
L—— Labrys
Agrobacterium
54 —— st5 BF5S Assembly consensus sequence
1 97 1Agrobacterium
NR 1810871
85 2Agrobacterium
Rhizobium
st2 BF2S Assembly consensus sequence
o 1Burkholderia
99 N Burkholderiacepacia
—t st6 BS1S Assembly consensus sequence
99 —— EUB26644.1

50 3 Bacterium
W 45 OBurkholderiapaludis
st7 BS2S Assembly consensus sequence

st9 BS4S Assembly consensus sequence

100

Lo
b
w

ad " ﬁ: Cronobacter
89 st3 BF3S Assembly consansus sequence

| 100 0Y324145.1

Entercbacter

Figura 5. Arbol filogenético de los aislados bacterianos basado en secuencias del gen

16S rRNA y secuencias de referencia.
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5.3.1 Analisis de los genes funcionales nifH, gcd y phoD

El analisis de los genes funcionales se orient6 a determinar la presencia de funciones
relacionadas con la fijacion biologica de nitrogeno y la solubilizacién de fésforo en los
diez aislados bacterianos. Para ello, se analizaron las secuencias correspondientes a los
genes nifH, asociado con el sistema nitrogenasa; gcd, relacionado con mecanismos de
solubilizacion de fosforo inorgédnico; y phoD, vinculado con la mineralizacion de fosforo
organico. La interpretacion de las secuencias permitid identificar tanto coincidencias
especificas como proteinas y genes funcionalmente relacionados con estos procesos. Los

resultados obtenidos se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Deteccion de genes y funciones asociadas a nifH, gcd y phoD en los aislados

bacterianos.
AISLADO nifH HALLAZGO ged HALLAZGO phoD HALLAZGO
MOLECULAR MOLECULAR MOLECULAR
Proteinas relacionadas Deshidrogenasa
BF1 NC con metabolismo y EC dependiente de PQQ EC phoD
regulacion de N
Deshidrogenasa X
BF2 NC X EC dependiente de PQQ NC
Deshidrogenasa de Fosfatasa
BF3 NC X EC azucares dependiente de NC alcalina
PQQ
Deshidrogenasa de Fosfatasa
BF4 NC glnK, amtB, nac EC glucosa/quinato/shikimat ~ NC alcalina
o dependiente de PQQ
asociada a membrana
BF5 NC X NC NC Phox
Deshidrogenasa de NC Fosfatasa
BS1 NC X EC glucosa/quinato/shikimat alcalina
o dependiente de PQQ
BS2 NC X EC Deshidrogenasa NC Fosfatasa
dependiente de PQQ alcalina
Deshidrogenasa de NC phoAd +
BS3 NC PtsN, GInL, GInG, EC glucosa/quinato/shikimat Fosfatasa
GInK, AmtB o dependiente de PQQ alcalina

Deshidrogenasa de

BS4 NC X EC glucosa/quinato/shikimat ~ NC X
o dependiente de PQQ
asociada a membrana

Deshidrogenasa de

BS5 NC X EC glucosa/quinato/shikimat ~ EC phoD
o dependiente de PQQ
asociada a membrana
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Nota. NC: presencia del gen no confirmada; EC: evidencia compatible con la funcion
evaluada a partir de la identificacion de genes o proteinas funcionalmente relacionadas.

El simbolo (x) indica que no se registraron hallazgos moleculares relacionados.

En relacion con la fijacion bioldgica de nitrogeno, no se confirmé la presencia del gen
nifH en ninguno de los aislados. Sin embargo, BF1, BF4 y BS3 presentaron proteinas o
genes relacionados con el metabolismo, regulacion y asimilacion del nitrogeno, aunque

estos hallazgos no confirman especificamente la capacidad de fijacion de nitrégeno.

Para la solubilizacion de fésforo inorganico, nueve de los diez aislados (90 %)
presentaron evidencia compatible con ged, mediante la identificacion de deshidrogenasas
dependientes de PQQ relacionadas con la oxidacion de glucosa. BF5 fue el Unico aislado

en el que no se obtuvo evidencia compatible con esta funcion.

En cuanto a la mineralizacion de fosforo organico, BF1 y BS5 presentaron evidencia
compatible con phoD. Adicionalmente, se detectaron otras fosfatasas relacionadas con
este proceso: fosfatasas alcalinas en BF3, BF4, BS1 y BS2, phoA en BS3 y PhoX en BFS5.
En conjunto, los resultados mostraron un predominio de funciones potencialmente

relacionadas con la movilizacion de fosforo entre los aislados evaluados.

5.4 Seleccion de aislados con potencial biotecnologico

La seleccion de los aislados se realizd considerando su identificacion molecular, las
caracteristicas benéficas observadas y los antecedentes de cada género en aplicaciones
agricolas. Los aislados pertenecientes a Labrys, Rhizobium, Brevibacillus,
Agrobacterium, Burkholderia y Curtobacterium se consideraron candidatos para
continuar su evaluacion. Entre ellos, Rhizobium cuenta con amplio respaldo como
microorganismo promotor del crecimiento vegetal y su utilizacion en biofertilizantes se

encuentra ampliamente establecida, como sefialan Mowafy et al. (2023).

La identificacion a nivel de especie es necesaria para lograr una caracterizacion
taxondmica mas precisa de todos los aislados bacterianos obtenidos. Sin embargo, esta

determinacion adquiere especial relevancia en Agrobacterium, Burkholderia 'y
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Curtobacterium, debido a que estos géneros comprenden especies y cepas con
caracteristicas benéficas, asi como otras con potencial patogénico. En el presente estudio,
los aislados pertenecientes a Burkholderia y Curtobacterium, obtenidos en medio PVK,
demostraron capacidad de solubilizacion de fosforo, mientras que el aislado identificado
como Agrobacterium fue obtenido en medio Ashby. Estos resultados evidencian
caracteristicas de interés agrondmico; sin embargo, no son suficientes para establecer su

idoneidad como bioinoculantes.

Como antecedente, Chen ef al. (2022) reportaron especies benéficas dentro de estos
géneros, entre ellas Burkholderia stabilis, asociada con solubilizacion de fosforo, fijacion
de nitrogeno y produccion de acido indolacético (AIA), y Curtobacterium luteum, con

capacidad de solubilizacion de fosforo y promocion del crecimiento vegetal.

Debido a que en la presente investigacion la identificacion alcanzd el nivel de género,
estas caracteristicas no pueden atribuirse directamente a los aislados obtenidos, por lo que
se requiere profundizar en su identificacion taxondmica y evaluar su inocuidad antes de

considerar su posible aplicacion como bioinoculantes.

Por otra parte, Enterobacter y Cronobacter fueron descartados como candidatos para el
desarrollo de bioinoculantes debido a sus implicaciones de bioseguridad. Aunque ambos
géneros incluyen cepas con caracteristicas benéficas para las plantas, también
comprenden patogenos oportunistas humanos, por lo que su utilizacion requiere

evaluaciones mas exhaustivas, incluyendo analisis gendmicos y de inocuidad.

En particular, Cronobacter, especialmente C. sakazakii, ha sido asociado con
enfermedades graves en humanos, lo que limita su aplicacion como bioinoculante
(Gonzalez-Escalona et al., 2024; Jordan et al., 2026). Los aislados seleccionados con
potencial biotecnologico para continuar su evaluacidn como posibles bioinoculantes se

presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Aislados bacterianos seleccionados con potencial biotecnoldgico para

continuar su evaluacion como posibles bioinoculantes.

AISLADO GENERO IDENTIFICADO
BF1 Labrys

BF2 Rhizobium

BF4 Brevibacillus

BF5 Agrobacterium

BS1y BS2 Burkholderia

BS3 y BS5 Curtobacterium

5.5 Establecimiento del cepario bacteriano

A partir de los resultados obtenidos, se establecio el primer cepario bacteriano de la
UNAG, conformado por ocho aislados pertenecientes a seis géneros bacterianos: Labrys,
Rhizobium, Brevibacillus, Agrobacterium, Burkholderia y Curtobacterium. La seleccion
se realizd considerando de manera conjunta las caracteristicas observadas en los medios
de cultivo, la identificacion molecular mediante el gen 16S rRNA y la revision de
literatura sobre el potencial biotecnoldgico y las consideraciones de bioseguridad de los

géneros identificados.

Los ocho aislados seleccionados fueron conservados en tubos de ensayo con medio sélido
Ashby o PVK, segun el medio de procedencia, con tres réplicas por aislado y almacenados
a una temperatura de 4 a 8 °C, estableciéndose un total de 24 tubos de conservacion para

futuras evaluaciones.
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V1. CONCLUSIONES

Se caracterizaron diez aislados bacterianos asociados a raices de plantas de tomate y su
rizésfera, los cuales presentaron diversidad morfoldgica en cuanto a la coloracion, forma
y caracteristicas estereoscopicas de las colonias. Esta variabilidad permiti6 diferenciar
fenotipicamente los aislados obtenidos y evidenci6 la diversidad bacteriana recuperada

de las muestras evaluadas.

Se obtuvieron cinco aislados para bacterias con crecimiento en medio Ashby y cinco para
bacterias con capacidad de solubilizacion de fosforo en medio PVK, logrando obtener

cultivos puros y morfolégicamente uniformes.

Los aislados evaluados presentaron diferencias altamente significativas en su capacidad
de solubilizacion de fosforo (P <0,0001). BS4, BS1y BS2 alcanzaron los mayores indices
de solubilizacioén, con valores de 5,04, 4,27 y 4,04, respectivamente, sin diferencias
significativas entre ellos; mientras que BS5 y BS3 presentaron los menores indices, con
2,54 y 2,33, respectivamente, evidenciando diferencias en la eficiencia de solubilizacién

entre los aislados.

La identificacion molecular mediante el gen 16S rRNA permiti6 asignar los diez aislados
a ocho géneros bacterianos: BF1, Labrys; BF2, Rhizobium; BF3, Cronobacter; BF4,
Brevibacillus; BFS, Agrobacterium; BS1 'y BS2, Burkholderia; BS3 y BSS5,
Curtobacterium; y BS4, Enterobacter. No se confirmo la presencia del gen nifH en los
aislados; sin embargo, nueve presentaron evidencia compatible con funciones asociadas
a gcd, mientras que BF1 y BS5 mostraron evidencia compatible con phoD, ademas de

detectarse otras fosfatasas relacionadas con la movilizacion de fosforo.

Se seleccionaron los géneros Labrys, Rhizobium, Brevibacillus, Agrobacterium,
Burkholderia 'y Curtobacterium, considerando conjuntamente las caracteristicas
observadas en los medios de cultivo, la identificacion molecular mediante el gen 16S

rRNA y los antecedentes reportados en la literatura sobre su interés agricola y
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bioseguridad. Aunque el aislado identificado como Enterobacter present6 el mayor indice
de solubilizacion de fosforo, tanto Cronobacter como Enterobacter fueron excluidos
como candidatos para el desarrollo de bioinoculantes debido a consideraciones de

bioseguridad.

Con los resultados obtenidos se establecié el primer cepario bacteriano de la UNAG,

conformado por ocho aislados pertenecientes a seis géneros con potencial biotecnologico.
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VIil. RECOMENDACIONES

Se recomienda emplear medios de cultivo selectivos comerciales certificados, con el fin
de reducir la variabilidad asociada a la preparacion manual de los medios y garantizar una

mayor reproducibilidad y confiabilidad en el aislamiento de microorganismos.

Se recomienda reactivar los aislamientos bacterianos cada seis meses mediante resiembra
en medios de cultivo y posteriormente realizar una nueva conservacion en tubos de
ensayo, ya que el método de preservacion empleado corresponde a una conservacion de

corto a mediano plazo.

Se recomienda establecer un protocolo institucional para el mantenimiento del cepario
bacteriano, que incluya el registro, seguimiento y conservacion periddica de los

aislamientos, garantizando su disponibilidad para futuras investigaciones.

Se recomienda evaluar el potencial de los aislados bajo condiciones controladas, con el
proposito de validar su capacidad para promover el crecimiento del cultivo de tomate

antes de su utilizacion como bioinoculantes.

Se recomienda dotar al Laboratorio de Entomopatogenos de la UNAG con al menos un
extintor de incendios debidamente sefializado, accesible y con mantenimiento vigente,
con el fin de fortalecer las medidas de seguridad y garantizar una respuesta oportuna ante

posibles emergencias durante las actividades de laboratorio.

Se recomienda gestionar la adquisicion de equipos e insumos especializados para
microbiologia y biologia molecular, con el proposito de fortalecer la capacidad de
investigacion de los laboratorios de la UNAG y reducir la dependencia de laboratorios

externos para la realizacion de analisis moleculares.
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ANEXOS

Anexo 1. Recoleccion de muestras de raices y suelo rizosférico.

Anexo 2. Procesamiento de las muestras y preparacion de diluciones seriadas.
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Anexo 3. Aislamiento y purificacion de los aislados bacterianos.
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Anexo 4. Caracterizacion morfologica y microscopica de los aislados bacterianos.
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Anexo 5. Obtencion de biomasa bacteriana.
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Anexo 7. Evaluacion de la calidad del ADN y preparacion de muestras para
secuenciacion.
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Anexo 8. Evaluacion de la capacidad de solubilizacion de fosforo.
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Anexo 9. Analisis estadistico del indice de solubilizacion de fosforo de los aislados

bacterianos

Nueva tabla : 06/08/2026 - 16:39:54 - [Versidén : 30/04/2020]

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Indice de solubilizacién 15 3,65 1,13 0,90 0,1678

Grifico de probalidad normal de los residuos del indice de solubilizacion.

0l
;§ 5,52,n= 15 r= 0,925 (PRED Indice de solubilzacion) s
g . .- ake .
3 _(—_’_»
& 458 Szt
. e .
. . . >
E 368 4 —
3 = =
2 am o
5 . B .
E . y .
z Al
B W= - - - .
z 177 2N 3,65 458 5,62
(8] Cuantiles de unn Normal(3,646,1,1649)

Nueva tabla : 06/08/2026 - 16:40:24 - [Versién : 30/04/2020)
Analisis de la varianza

Variable N R* R* Aj CV
Indice de solubilizacién 15 0,92 0,88 10,60

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 16,31 4 4,08 27,27 <0,0001

Aislade 16,31 4 4,08 27,27 <0,0001

Error 1,50 10 0,15

Total 17,80 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,03900
Error: 0,1495 gl: 10

Aislado Medias n E.E.

BS54 5,04 30,22 A
BS1 4,27 3 0,22 A
BS2 4,04 3 0,22 A
BSS 2,54 30,22 B
BS3 2,33 3 0,22 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 10. Evaluacion de los cromatogramas de las secuencias del gen 16S rRNA.
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Anexo 11. Obtencion de secuencias consenso del gen 16S rRNA.
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Anexo 12. Identificacion molecular de los aislados bacterianos mediante BLASTn.
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Anexo 13. Evidencia complementaria del andlisis de genes funcionales asociados al

metabolismo de nitrégeno y fosforo.

FYWUMYJLYLALEELAASVREEES L DA

gene 1948256 . .1048594
/locus_tag="AI2999V1_@956"
mRNA 1848256..1048594

flocus_tag="AI2999V1_8956"
/note="AI2999v1 @956.mrna"
CcDs 1848256. .1848594
/locus _tag="AI2999Vv1_@956"
/note="long variant;
AT2999v1_B956.mrna"
Jcodon_start=1
transl table=11

/product="Nitrogen regulatory protein P-II 2"
Jprotein_id="CAH551868@8.1"
Jtranslation="MKLVTVVIKPFKLEDVREALSSMGIQGLTVTEVKGFGRQKGHAE
LYRGAEYSVNFLPKVKIDVATIADDQLDEVIDVISKAAYTGKIGDGKIFVAELQRVIRT

RTGESDEAAL"
gene <1..>293
/locus_tag="FZC33_©5705"
o5 <1..»293

/locus_tag="FZC33 @5705"

finference="CO0ORDINATES: similar to AA
sequence:RefSeq:WP_©12227759.1"

/note="Derived by automated computational analysis using
gene prediction method: Protein Homology."
/codon_start=1
Jtrans]l table=11
/product="glucose/quinatefshikimate family membrane-bound
PQQ-dependent dehydrogenase"

/protein_id="QEN85727.1"
Jtranslation="MHQRRGLLLTITWIVFAITGLALGGGGIWLLILGGSPYYVVAGL
LMLVTAFLLARRRPSALVVYALLLLGTLIWAVWESGFDFWLLAPRGDILAPLGLWLLL

DGRLIWNVEFERQMSKITVNGQSFGPGTRQ™

gene 4344260. .4345840
/locus_tag="ACIGIE 28275"
CDS A344260..4345848

/locus_tag="ACIGIE 28275"

finference="COORDINATES: similar to AA
seguence:RefSeq:WP_819997549.1"

/note="Derived by automated computational analysis using
gene prediction method: Protein Homology."
/codon_start=1

trans]l table=11

/product="alkaline phosphatase D family protein"

/protein_ id="YEJ7@811.1"
/translation="MRFIERPLSRRRFLTATAATGLLGATGTFAMPGLSRAADRPEVT
AGLQSGDVAGDRAVLWSRTDRPANATFEWSTTESFKTVNRLPTVTASPETDYTVKILA
EGLPADQEIFYRVRFQDLAHTSVESEVVTGHLRSAPAGLRDVSFVWSGDTAGQGWGID
ADRGGMKIYSAMLKHNPDFFIHSGDNIYADGVIKPEVKLPDGTVWKNIVTPEKSKVAE
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