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RESUMEN

La salinizacion del suelo se considera como uno de los factores ambientales limitantes del crecimiento y
productividad de los cultivos en el mundo, principalmente en regiones aridas y semiaridas. Una alternativa para
aliviar el estrés causado por este factor abiético es el uso de Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal
(RPCV), las cuales pueden contribuir en el crecimiento de las plantas a través de sus miiltiples funciones.
El objetivo de la investigacion fue realizar el aislamiento, caracterizacién y determinacion del efecto de
bacterias de vida libre halotolerantes asociadas a Acacia decurrens. Los microorganismos se caracterizaron
bioquimicamente a partir de la produccién de amonio, determinacién de la actividad de celulosa, produccién
de exopolisacaridos, produccién de Indoles totales, determinacién cuantitativa de solubilizacién de fésforo y
genéticamente con el 16S rRNA. Bajo condiciones de invernadero se evaluo el efecto de los microorganismos
seleccionados sobre la promocién de crecimiento de Acacia decurrens a partir de variables morfométricas.
Los resultados demostraron que los nueve aislamientos en estudio presentaron en general una buena
actividad metabdlica excepto los aislamientos ACSA12 y ACSAT9 que no expresaron produccion celulolitica.
La respuesta de la planta evidenci6 que los aislamientos T4, T5 y T7 incrementaron de manera significativa
la biomasa y desarrollo de la misma (p<0.05). Los aislamientos fueron identificados genéticamente como
Pantoea deleyi ACSA12, Enterobacter amnigenus ACSAT14 y Serratia liquefaciens ACSAT9.

Palabras clave: Enterobacter amnigenus, salinidad, Serratia Pantoea deleyi, Serratia liquefaciens.

ABSTRACT

Soil salinization is considered as an environmental limiting factor for plant growth and crops productivity in
the world, mainly in arid and semiarid regions. An alternative for alleviating the caused stress by this abiotic
factor is the use of Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR). These bacteria are able to improve plant
growth through its various functions. The objective of this research was the isolation, characterization and
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effect determination of free living-halotolerant bacteria associated to Acacia decurrens. Microorganisms were
biochemically characterized since ammonia production, cellulose production, exopolysaccharides production,
total production of indoles and quantitative phosphorus solubilization determination and molecularly through
16S rRNA. Under greenhouse conditions, it was evaluated the effect of selected microorganisms under plant
growth promotion in Acacia decurrens as of morphometric variables. Results demonstrated that the nine
isolates under study exhibit in general a good metabolic activity, except isolates ACSAT2 and ACSA19 which
did not present cellulolytic production. Plant response showed evidence that isolates T4, T5 and T7 increased
significantly biomass and plant development. These isolates were genetically identified as Pantoea deleyi
ACSA12, Enterobacter amnigenus ACSA14 y Serratia liquefaciens ACSA19.

Key words: Enterobacter amnigenus, salinity, Serratia liquefaciens, Pantoea deleyi.

INTRODUCCION

La salinizacién del suelo se considera como
un factor ambiental limitante del crecimiento y
productividad de los cultivos en todo el mundo,
principalmente en regiones aridas y semiaridas
(Lamz y Gonzalez 2013). Aunque las sales que
generalmente son comunes y necesarias como
componentes del suelo, en exceso pueden
causar desbalances osmoéticos y desequilibrio
de nutrientes (Parida y Das 2005), afectando
el crecimiento de las plantas, la capacidad
fotosintética, la sintesis de proteinas, sintesis
de lipidos, metabolitos y el contenido total del
nitrogeno (Ramirez et al. 2014). En suelos del
altiplano Cundiboyacense, la Acacia decurrens
puede considerarse como una opcién para
establecer sistemas silvopastoriles en clima frio
del trépico, esta especie muestra una buena
adaptacién a las condiciones edafoclimaticas
de la zona, presenta buena tasa de crecimiento,
alta produccién de lena y biomasa comestible
de buena calidad (Martinez y Navia 2012;
Muhoz et al. 2013).

Los

del
cundiboyacense constituyen un tipo de bioma

ecosistemas semiaridos altiplano

azonal particular de Colombia, una isla
biogeogrifica denominada como Orobioma
azonal andino del altiplano cundiboyacense;

todos ellos en grave riesgo de extincion
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por destruccion generalizada del habitat
(Calvachi 2012). El uso de la Acacia con fines
multipropdsito en estos sistemas busca mejorar
el nivel alimenticioy productivode losanimales,
respondiendo en parte a los problemas de la
deforestacion, degradacion del ecosistema y
se proyecta como una alternativa valida para
intensificar la producciéon y la sostenibilidad
de los sistemas tradicionales (Martinez y Navia
2011). Sin embargo es indispensable mejorar
su crecimiento bajo condiciones de estrés
salino, caracteristica que se estd generalizando
por el uso de practicas no adecuadas como
labranza y riego entre otras.

Una alternativa es el uso de Rizobacterias
Promotoras de Crecimiento Vegetal (RPCV),
las cuales pueden mejorar el crecimiento de
las plantas bajo condiciones de estrés salino.
de crecimiento

Las bacterias

vegetal (BPCV) Bacillus sp., Rhizobium sp.,

promotoras

Pseudomonas sp., Azospirillum sp., entre otros
géneros (Bacilio et al. 2004; Tank y Saraf 2010),
toleran altas concentraciones de salinidad y
colonizan raices, tallos y hojas de las plantas,
permiten mejorar su crecimiento (Kang et al.
2014). Esta investigacion tuvo como objetivo
el aislamiento, caracterizacién y respuesta
de la Acacia decurrens a la inoculaciéon con
bacterias de vida libre halotolerantes asociadas
a esta leguminosa.
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo

El estudio se realiz6 en 2014, las muestras de
suelo rizosférico se obtuvieron en el Centro de
Investigacion Tibaitatd - Corpoica ubicado en
Mosquera (Cundinamarca - Colombia) a una
alturade2543 msnm; localizado geograficamente
a 4° 41' 43" de latitud norte y 74° 12' 30" de
latitud oeste. Este suelo presenta una textura
franco arcillosa y una conductividad eléctrica de
0,447 dSm™. Se tomaron 3 muestras deformadas
aleatoria a profundidad de 20 cm donde se
encontraba sembrada Acacia decurrens.

Aislamientos en Agar nutritivo suplementado
con 0,5 M de NaCl

Se pesaron 10 g de suelo por muestra y se
diluyeron en 90 mL de NaCl estéril al 0,85%,
con agitacién de 150 rpm durante 15 min. Se
realizaron diluciones seriadas desde 10" hasta
107y se inocularon 0,1 mL en el medio de cultivo
nutritivo suplementado con 0,5 M de NaCl.

Efecto de la concentraciéon de NaCl sobre el
crecimiento bacteriano

Se sembraron los aislamientos de bacterias Gram
negativas y Gram positivas provenientes de la
rizosfera de la leguminosa Acacia decurrens en
agar nutritivo a diferentes concentraciones de
NaCl 0,85 M; 1,712 M; 2,578 M; 3,424 M.

Produccion de NH,

La producciéon de amonfaco se determind
de acuerdo a Chaney y Marbach (1962). Se
inocularon los cultivos en caldo nutritivo
(gL") 0,5 extracto de levadura; 0,5 peptona;
0,5 caseina; 0,5 glucosa; 0,5 almidén; 0,30
K,HPO, y 0,30 MgSO,; pH: 7,2 por un periodo
de 24 h a 30 °C. Posteriormente, TmL de cada
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cultivo se centrifugé a 14.800 rpm durante
10 min, se tomaron 700 pL del sobrenadante y
fue adicionado Fenol/Nitroprusiato y Hidréxido/
hipoclorito en relacién 1:1, se dej6 reaccionar
por 30 min a 60 °C y se realiz6 la lectura a una
absorbancia 630 nm.

Determinacion de la actividad de celulosa
La evaluacién cualitativa de la degradacion de
celulosa se realizo de acuerdo con Percival et
al. (2006); utilizando como medio de cultivo
(carboximetilcelulosa (CMC) (gL™): 0,2% NaNO;;
0,1% K,HPO,; 0,05% MgSO,; 0,05% de KCI;
0,2% carboximetil celulosa). Se sembraron 50 pL
de suspension bacteriana en solucién de NaCl al
0,85% (OD, = 0,500) en placa y posteriormente

se incubo durante 48 h a 30+2 °C. Transcurrido

ese periodo, se determin6 el indice de
degradacion (ID) coloreando las placas con rojo
congo 1% y HCL 0,1 M como revelador de los
halos. Esta metodologia se utilizé para las nueve

cepas bacterianas seleccionadas por triplicado.

Produccién de Exopolisacaridos

La determinacién cuantitativa de la produccion
de exopolisacdridos se realizé de acuerdo con
Dubois et al. (1956). Se tom6 un 1 mL de cultivo
bacteriano previamente crecido y se adicionaron
40 pL de EDTA (0,26 M) y 20 pL (5M). La mezcla
se centrifugé a 14.800 rpm por 10 min, se tom6
el sobrenadante y se adicion6 1 mL de etanol
helado. Posteriormente se centrifugd durante
10 min a 14.800 rpm, se eliminé el sobrenadante
para re-suspender el pellet en agua destilada. Se
tomaron 0,29 pL y se mezclaron con fenol 5%
y acido sulftrico concentrado. Posteriormente se
estabiliz6 la reaccién durante 10 min en bafo
termostatado a 30 °C. La lectura se realizé a una
absorbancia de 490 nm.
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Produccién de indoles totales
Los compuestos inddlicos se determinaron
mediante el ensayo colorimétrico descrito por
Glickmanny Dessaux (1995). Se empleé el medio
de cultivo K-lactato suplementado con triptéfano
a 100 mgL". Los cultivos se incubaron durante
72 h a 150 rpm en oscuridad. Para la lectura
se utilizo el reactivo de Salkowsky (FeCl, H,O
12 gL' en H,SO, 79 M) en una relacion 1:1 con
la suspension bacteriana, dejandose reaccionar
durante 30 min en oscuridad. Se realizé la

lectura a una absorbancia de 450 nm.

Determinacion cuantitativa de solubilizacion de
fosforo

La determinacién cuantitativa de la solubilizacion
de fosforo se realizé en medio de cultivo liquido
SRS con un tiempo de incubacién de 5 dias
a 30+£2 °C a 150 rpm. Los sobrenadantes a
partir del cultivo se centrifugaron a 10.000 rpm
durante 10 minutos. El fosfato soluble en el
sobrenadante fue estimado por el método del
azul de fosfomolibdato (Fiske y Subbarow 1925).

Evaluaci6n bajo condiciones de Invernadero

En el experimento se emple6 un disefo
completamente al azar con nueve tratamientos
y cinco repeticiones por tratamiento en materas
con una capacidad de 400 g de suelo, cada
tratamiento fue inoculado con 1 mL de una
suspension celular con una concentracion
de 1x10® UFC mL" en medio nutritivo. Los
tratamientos fueron los siguientes:

e T1: testigo no salino

e T2: testigo salino 40 mM NaCl

e T3: ACSA4

o T4:ACSA12
e T5:ACSA14
e T6: ACSA17
e T7:ACSA19
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e T8: ACSA21

e T9: ACSA26

e T10: ACSA27

e T11: ACSA32

La fertilizacion quimica se realiz6 segin el
analisis quimico del suelo (12,23% MO; 2,7 P
(mg kg"); 0,72 K; 1,20 Mg; 2,32 Ca (cmol_kg™);
pH=5,5). La conductividad final del suelo para
todos los tratamientos excepto para T1-testigo no
salino fue de 0,910 dSm™. El experimento tuvo
una duracion de 20 dias. Las variables evaluadas
fueron: Longitud de la parte area (cm), longitud
radical (cm), masa fresca de la parte aérea (g),
masa fresca de la raiz (g), masa seca de la parte
aérea (g) masa seca de la raiz (g) y drea foliar
(cm?). El area foliar se determin6é con plantas
de cada tratamiento. Estas plantas fueron luego
escaneadas, obteniéndose el area foliar mediante
la utilizacion de un medidor de érea foliar Cl-
202 Portable Leaf Area Meter (Bio-Science).

Analisis estadistico
Los datos se sometieron a evaluacion estadistica
mediante andlisis de varianza (ANOVA) y prueba
de Tukey y Dunnet con 95% de confianza.

Identificacion molecular de aislamientos
Las tres cepas promisorias con mayor promocion
de crecimiento de Acacia decurrens bajo
condiciones de estrés por salinidad, durante el
experimento en invernadero, se identificaron
genéticamente usando el Kit DNA easy Blood
& Tissue (Qiagen, Alemania) siguiendo las
del
emplearon los iniciadores universales para la
subunidad ribosomal 16S rRNA: 1492R (5' TAC
GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 3") y 27F (5
AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3'). Para la
PCR, se empled el Kit PCR SuperMix (Invitrogen,

instrucciones fabricante. Para ello, se

Brasil) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Las condiciones de la PCR consistieron en una
fase de denaturacion inicial a 95 °C por 5 min,
35 ciclos de 95 °C por 45 s, 55 °C por 45 sy
72 °C por 1,5 min y una extension final a 72 °C
por 10 min. La electroforesis fue realizada en
un gel de agarosa de concentracion 1,2%,
empleando buffer TAE 1X y tensién de 100 V
durante 40 min. Para la tincién del gel, se
empled post tefiido en una piscina conteniendo
bromuro de etidio a una concentracién de
0,5 pgmL'. Los productos de PCR fueron
secuenciados por la empresa CORPOGEN
empleando los mismos iniciadores. Mediante
la herramienta bioinformatica Geneious 4.8 y la
base de datos GenBank del NCBI, se extrajeron
mediante BLAST las secuencias cercanamente
relacionadas. Se tuvieron en cuenta los aciertos
que cumplieran con un 98% de similitud y un
100% de cobertura entre la secuencia problema
y las anotadas en GenBank.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y caracterizacion de microorganismos
provenientes de la riz6sfera

De las muestras compuestas de suelo

rizosférico se obtuvieron cuarenta y cuatro
aislamientos Gram negativos y Gram positivos,
de los cuales nueve crecieron en agar nutritivo

suplementado con 2,578 M de NacCl.

Produccion de NH,
Todas las cepas mostraron la capacidad de
producir amoniaco, principalmente las cepas
ACSA26 (5,97 pgmL™), ACSAT9 (5,42 pgmL")
y ACSAT4 (3,10 pgmL") (p < 0.05) (Tabla 1).
La produccion de amoniaco es un atributo
importante de las PGPR que influye en el
crecimiento de las plantas indirectamente
(Wani et al. 2007). Estos resultados estan
acordes con los reportados por Joseph et
al. (2007), donde se reporta que todas las
cepas de bacterias de los géneros Bacillus,
Pseudomonas, Rhizobium, y Azotobacter

produjeron amoniaco.

Determinacion de la actividad de celulosa
Las cepas ACSA32 (5,51 mm) y ACSA26
(4,1 mm) presentaron los mayores indices de
degradacion a las 48 h de incubacién (p<0.05)
(Tabla 1). La actividad celulolitica, ademas

Tabla 1. Caracterizacion de la promocién de crecimiento in vitro de las cepas bacterianas.

Produccion de Amonio

Produccion de Exopolisacaridos

Cepas (ugmL") Degradacion Celulosa (mm) (mglL"
ACSA4 2,69+0,02° 2,65+0,10¢° 66,32+2,43>
ACSA12 2,44+0,20b° 2,89+0,05¢ 22,69+0,65¢
ACSA14 3,10+0,18" 0,00+0,00° 26,90+0,22¢
ACSA17 1,02+0,02¢ 2,98+0,02¢ 8,95+0,578
ACSA19 5,42+0,29° 0,00+0,00¢ 12,95+0,77°
ACSA21 0,93+0,05¢ 2,96+0,02¢ 11,87+1,14'%
ACSA26 5,97+0,01° 4,19+0,21° 7,22+0,61h
ACSA27 2,85+0,14° 3,66+0,36° 31,32+0,31°¢
ACSA32 2,85+0,12b 5,51+0,10° 74,77+1,41°

Medias con letras no comunes dentro de cada variable difieren estadisticamente segin prueba de Tukey para p < 0.05 (n=3).
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de su papel ecolégico en la degradacién
de material organicos puede también jugar
un papel importante en la supresion de
enfermedades mediante la inhibicién del
crecimiento fungico (Sindhu y Dadarwal 2001)
a partir de la degradacion de la pared celular
(Mitchell y Alexander 1963). De igual forma
Sindhuy Dadarwal (2001) reportan la actividad
celulolitica de Pseudomonas sp. aisladas de
la rizésfera de garbanzo (Cicer arietinum L.)
y frijol mungo (Vigna radiata L.). Kavamura et
al. (2013), obtuvieron

de 10 mm hasta 14 mm de degradacion de

halos con diametros
carboximetil celulosa (CMC) por Bacillus sp.

Produccién de Exopolisacaridos
Los resultados revelaron que todas las cepas
en estudio tienen la capacidad de producir
exopolisacaridos presentado los mejores
resultados las cepas ACSA32 (74,77 mglL™")
y ACSA4 (66,32 mglL") (p<0.05) (Tabla 1).
Estos metabolitos producidos por las células
bacterianas forman una vaina érgano-mineral
alrededor de las colonias, creando asi un
micro entorno que disminuye la pérdida de
agua de las células y ayuda a su supervivencia

(Sandhya et al. 2010). Upadhyay et al. (2011)
reportaron que cepas aisladas del cultivo de
trigo pertenecientes a los géneros Bacillus,
Burkholderia,
y Paenibacillus, produjeron exopolisacaridos,

Enterobacter, Microbacterium
los cuales pueden ayudar a mitigar el estrés
por salinidad, reduciendo el contenido de Na*
disponible para la absorcién por la planta.

Produccién de indoles totales
En relacion con los compuestos inddlicos se
observé que todas las cepas fueron capaces
de producir indoles totales, presentando
los mejores resultados las cepas ACSA12
(98,26 pgmL') y ACSA4 (95,57 pgmL™")
(p<0.05) (Tabla 2). Uno de los mecanismos
directos mas frecuentes en la promocién de
crecimiento vegetal por las bacterias es la
produccién de fitohormonas, como auxinas
(Mohamed y Gomaa 2012). Este mecanismo
es considerado uno de los mas importantes,
donde la auxina puede funcionar como una
molécula de senalizacion en la regulacion del
desarrollo de la misma, influyendo en muchos
procesos celulares como el alargamiento de

las células en la planta (Ghosh et al. 2008).

Tabla 2. Caracterizacion de la promocion de crecimiento in vitro de las cepas bacterianas.

Cepas Produccién de AIA (pgmL™) Fosforo Disponible (mgL")
ACSA4 95,57+3,01° 99,82+1,57°
ACSA12 98,26+1,83° 57,62+8,53"
ACSA14 60,62+1,89 30,02+1,22¢
ACSA17 3,30+0,23< 88,77+5,84°
ACSA19 58,94+1,59 65,31£5,25P
ACSA21 4,48+0,18¢ 100,03+2,81°
ACSA26 55,04+2,59%¢ 98,09+5,31°
ACSA27 10,12+1,55¢ 23,20+1,86°
ACSA32 6,65+0,85¢ 26,303+4,00¢

Medias con letras no comunes dentro de cada variable difieren estadisticamente segin prueba de Tukey para p < 0.05 (n=3).
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Costaetal.(2013)dondereporté queel 79 desus
aislados del género Bacillus, Bradyrhizobium,
Rhizobium 'y Paenibacillus produjeron mayor
cantidad de acido 3-indolacético (AlA), cuando
el medio fue suplementado con triptéfano y
promovieron el crecimiento del frijol caupi,
esta produccion de AlA se ha evidenciado que
influye significativamente sobre el crecimiento
y desarrollo de las plantas (Sdnchez et al.
2012).

Determinacion cuantitativa de solubilizacion
de fosforo
Las cepas ACSA 21 (100,03 mgL'), ACSA4
(99,82 mglL'"), ACSA26 (98,09 mgL") vy
ACSA17 (88,77 mgL™') presentaron los mayores
valores (p<0.05) (Tabla 2). Varios autores
reportan la capacidad de solubilizacién de
fosfato por géneros bacterianos: Azotobacter,
Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Erwinia,
Flavobacterium, Microbacterium 'y Serratia
(Oliveira et al. 2009; Bhattacharyya y Jha
2012; Babana et al. 2013). La produccién
de

molecular por las rizobacterias es uno de los

los 4cidos organicos de bajo peso
mecanismos mas conocidos de solubilizacion
de fosfato en el suelo (Zaidi et al. 2009); esta
capacidad de aumentar la disponibilidad
de fosforo se debe no sélo a la acidificacion
del medio en la rizésfera de las plantas, sino
también de formar complejos estables de Al
y Fe; estos 4cidos organicos incrementan la
disponibilidad de nutrientes, al disminuir el
pH del suelo en la rizésfera (Paredes y Espinosa
2010). Sin embargo, los dcidos organicos no se
consideran como el Gnico factor responsable de
la solubilizacion de fosfato por bacterias (Chen
et al. 2006). Los protones asociados con los
polisacdridos extracelulares secretados por los

microorganismos son también responsables de
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la disolucién de fosfato en los medios de cultivo
(Ilmery Schineer 1995). Walpola y Yoon (2013)
reportaron la capacidad de solubilizacién de
fosfato inorganico en medio liquido NBRIP de
las cepas Pantoea agglomerans, Burkholderia
anthina y Enterobacter ludwigii desde 624
hasta 667 gmL".

Evaluacion de la respuesta vegetal de Acacia
decurrens bajo condiciones de Invernadero

Altura de la planta y longitud radical

En la altura de la planta no hubo diferencias
significativas (p<0.05) respecto al testigo salino
40 mM de NaCl. Sin embargo, los tratamientos
T4 y T5 presentaron un incremento respecto
al testigo de 17% y 16%, respectivamente
(Figura 1). En la longitud radical el parametro
de la tendencia fue similar, se present6 un
aumento en los tratamientos T11, T5, T9 y
T8 con valores de 49%, 24%, 19% y 13%,
respectivamente (Figura 1). Este incremento
porcentual en la variable altura de la planta y
longitud raiz, puede atribuirse a la actividad
de los microorganismos en la regulacién
de

fithormonas de tipo auxinas y citoquininas,

fisiolégica las  mismas al producir
ya que estas permiten el desarrollo radicular
o por ende un posible aumento en la
disponibilidad de nutrientes en el suelo. Estas
capacidades de las bacterias pueden promover
el crecimiento de manera directa o indirecta
o sinérgicamente (Joseph et al. 2007; Yasmm
et al. 2007). Zahir et al. (2009) reportaron un
aumento en la variable altura de la planta por
encima del 21% por Serratia proteamaculans
sobre el control salino (5 dS m™) en plantas
de trigo. Goswami et al. (2014) reportaron la
promocién de crecimiento de plantas de Mani
(Arachis hypogaea) con Bacillus licheniformis,

simulando suelos con una concentracién de
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Figura 1. Altura y longitud radicular de las plantas de Acacia decurrens bajo condiciones de estrés 40 mM NaCl.
Cada valor es la media de cinco repeticiones. Las barras de error representan la desviacion estandar.
Los tratamientos son: T1(testigo salino); T2(testigo no salino 40mM NaCl); T3(Cepa ACSA4); T4(ACSA12);
T5(ACSA14); T6(ACSA17); T7(ACSAT9); TB(ACSA21); TO(ACSA26); TTO(ACSA27); T11(ACSA32).

50 mM NaCl donde mostraron un aumento de
altura de planta y longitud de raiz de 24% vy
17% respectivamente, respecto al control no
salino.

Peso seco de la parte aérea y raiz

Los resultados del peso seco de la parte aérea
no evidenciaron diferencias significativas (p<
0.05) respecto al testigo salino 40 mM NacCl,
sin embargo los tratamientos T4, T5 y T7
presentaron aumentos respecto a la variable
de 266%, 233% y 116% respectivamente
(Figura 2). Con respecto al peso seco de la
raiz igualmente no se presentaron diferencias
significativas (p<0.05) respecto al testigo,
sin embargo los tratamientos T4, T3, T5 vy
T10 presentaron un aumento respecto al
testigo salino de 232% 160% 136% y 72%
respectivamente (Figura 2). Aun asi, sin ser

valores estadisticamente significativos, se

evidencia un aumento porcentual que duplica
la variable respuesta una o dos veces en

166

comparacion con el testigo no salino. Esta
respuesta se relaciona directamente con los
efectos de las bacterias en el crecimiento de la
planta. Zahir et al. (2009) encontraron que una
cepa de Serratia sp. produjo un aumento en la
longitud y peso radicular en plantas de trigo
bajo condiciones de estrés salino. Estimaron
que el peso seco de la raiz aumenté en un
100% vy el aéreo en un 90% con respecto a las
plantas sin inocular.

Area foliar

La variable de area foliar present6 diferencias
significativas (p<0.05) respecto al testigo salino
40 mM NaCl, siendo el mejor tratamiento T7
con un incremento de 136% (Figura 3). Sin
embargoT9, T3 y T5 no presentaron diferencias
significativas (p<0.05) respecto al testigo salino
40 mM NaCl; pero se obtuvieron incrementos
de 81%, 70%, 67%, respectivamente. La
disminucién del crecimiento observado en

muchas plantas sometidas a estrés salino se
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Tratamientos

Figura 2. Peso seco parte aérea y raiz de las plantas de Acacia decurrens bajo condiciones de estrés 40 mM NaCl.
Cada valor es la media de cinco repeticiones. Las barras de error representan la desviacién estdndar.

foliar (cm2)
'

2

Area

m Area foliar

TT T2 T3 T4 T5Tée T7 T8 T9 T10 T11

asocia muchas veces con una reduccién en su
actividad fotosintética (Hajlaoui et al. 2009). La
fotosintesis inducida por el estrés salino puede
ser relacionados con el cierre de los estomas
parcial y factores estomaticos (Das et al. 2008).
El aumento en area foliar es indicativo de un
incremento en la tasa de actividad fotosintética
en las plantas. Esto representa mayores niveles

Tratamientos

Figura 3. Area foliar de las plantas de Acacia decurrens bajo condiciones de estrés 40 mM NaCl. Cada valor es la media
de tres repeticiones. Las barras de error representan la desviacién estandar.
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en el contenido de carbono producto de la
fijacion y en consecuencia un mayor tamano
de la planta (Taiz y Zeiger 2010). El incremento
en la actividad fotosintética se puede asociar al
efecto benéfico de las bacterias promotoras de
crecimiento sobre el crecimiento vegetal bajo
condiciones de estrés salino. De forma general
a partir de la evaluacién de la respuesta vegetal
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de A. decurrens a la inoculacién con bacterias
promotoras de crecimiento bajo estrés salino,
es posible establecer que los resultados de esta
investigacion son pioneros en el area, ya que
no se registran estudios previos acerca de la
actividad de promocién de crecimiento con
bacterias asociadas con A. decurrens, Pantoea
deleyi, Enterobacter amnigenus y Serratia
liquefaciens son reportadas por primera vez
en este estudio por su efecto positivo en el
crecimiento vegetal bajo condiciones de estrés
salino. Sin embargo su efecto como bacterias
promotoras de crecimiento vegetal con otros
atributos y actividades ya ha sido reportado.
Zahiretal. (2009) encontraron efectos positivos
de Serratia sp. en relacién al crecimiento y
desarrollo de trigo bajo condiciones de estrés
salino. Seguin Bashan et al. (2004), Son et al.
(2006) y Selvakumar et al. (2008) las bacterias
del género Pantoea son bacterias del suelo
promotoras de crecimiento asociadas a un gran
nimero de especies vegetales de importancia
agroecondmica. Reis et al. (2000) describen
una nueva especie de bacteria enddfita del
género Pantoea en el cultivo de cafia de azdcar,
la cual estimula notablemente el crecimiento
y raiz de las plantas.

del

Enterobacter, Morales et al. (2011) evaluaron

Respecto a las bacterias género
la capacidad para adherirse a las plantas de
maiz y colonizarlas. Veinte dias después de la
inoculacién, reportaron una biomasa mayor
de las plantas inoculadas con respecto a las
no inoculadas. Yan y Ji (2013) reportaron la
capacidad de promocién de crecimiento
de Enterobacter sp. R4-368 en plantas de
Jatropha curcas inoculadas, evidenciandose un
incremento medio del 25,3%; 77,7%; 27,5%y

45,8% en las variables altura de planta, nimero
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de hojas, contenido de clorofila y volumen del
tallo, respectivamente. Adicionalmente, la cepa
en mencion fue capaz de colonizar tejidos en
raiz y tallo y aumentar la productividad de las
semillas en suelo esterilizado y no esterilizado.

Identificacion molecular de aislamientos
del de
de la respuesta vegetal a estrés salino e

A partir andlisis los resultados

inoculacién bacteriana, se seleccionaron
los tres aislamientos que produjeron una
mayor promocién de crecimiento a partir de
las variables evaluadas en Acacia decurrens
para ser identificados molecularmente. Los
aislamientos ACSA12, ACSA14 y ACSA19
fueron identificados como Pantoea deleyi
ACSA12, Enterobacter amnigenus ACSA14 y

Serratia liquefaciens ACSA19.
CONCLUSIONES

El desarrollo de la investigacion permitié

inoculacién los

de
vegetal Pantoea deleyi ACSA12, Enterobacter

establecer que la con

aislamientos  promotores crecimiento
amnigenus ACSA14 vy Serratia liquefaciens
ACSAT19 alivianan los efectos bajo condiciones
de estrés salino, dando resultados positivos
para los parametros evaluados. De acuerdo
con lo anterior, este estudio sirve como base
para identificar microorganismos que podrian
ser eficientes en la promocion de crecimiento
y rendimiento de leguminosas como Acacia
decurrens bajo condiciones de estrés salino en
campo, fenémeno que se esta incrementando
en suelos del altiplano Cundiboyacense y que
disminuye la productividad de los sistemas
Se
recomienda evaluar los microorganismos con
mayor potencial ACSAT12 ACSAT4 y ACSAT9 en

ganaderos por salinidad en campo.
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invernadero durante la duracion del ciclo de la
Acacia decurrens y la compatibilidad entre las
rizobacterias seleccionadas. Adicionalmente
determinar la actividad ACC-deaminasa de las
cepas que demostraron aliviar el estrés salino

de manera significativa en A. decurrens.
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