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Presentacion

De acuerdo con La GFN (Global Footprint Network) y la NEF (New
Economics Fundation), anualmente se hacen estimaciones de la velocidad
con que se consumen los recursos generados en el planeta y estimaron
que los recursos naturales producidos en la tierra durante un ano fueron
agotados en solo ocho meses. Con la disminucion gradual de los recursos que
el planeta provee de forma sostenible, por sobreexplotacion de los recursos
naturales, acumulacion de carbono en la atmésfera y la imposibilidad de
transformar la basura generada.

Solo la bioeconomia, basada en la biotecnologia que utiliza recurso
biolégico y materias primas renovables para generar mejores alimentos,
con minimos residuos puede ayudar a mitigar el dano al medio ambiente y
disminuir los gastos en salud, generando a su vez ingresos y trabajo en forma
sustentable. El desarrollo de biofabricas a través de Biotecnologia permitira
establecer un nuevo tipo de equilibrio economia, social y ambiental.
La biotecnologia sera una herramienta valiosa y de gran importancia el
desarrollo sostenible, fortaleciendo y ayudando en la construccion de
una economia basada en el conocimiento para darle valor agregado a los
recursos naturales, en el bienestar individual y social, en la generacion de
bienes y servicios, en la sustentabilidad y la preservacion de ecosistemas y
de todo tipo de especie biologica

La biotecnologia aplicada a la biodiversidad genética (plantas,
animales y microorganismos)) como insumo para desarrollar productos
agroindustriales econémicamente rentables, constituye una alternativa
viable que permite minimizar el impacto ambiental, mejorara la calidad de
vida, en la autosuficiencia y en la adquisicion, manejo y transferencia de
conocimiento.

Actualmente han sido pocas las investigaciones generadas por grupos
y centros de investigaciones del pais, asi como las alianzas estratégicas y
cooperacion de las instituciones generadores de conocimiento, en la
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maximizacion de las capacidades cientificas y tecnologicas que contribuyan
al conocimiento y uso de la biodiversidad para el desarrollo de la
agroindustria departamental y regional. Esta nueva forma de uso de la
biodiversidad, permitira incrementar las tasas de utilizacion y potenciacion
de los recursos genéticos en agricultura, salud e industria.
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IMPORTANCIA DE LA BIOTECNOLOGIA
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Introduccion

El departamento de Sucre cuenta con un gran potencial en cuanto
a su biodiversidad biologica, asociado a una variabilidad genétcia y
diversidad de ecosistmas dada por unas condiciones geografias en
particular. La biotecnologia como herramienta ofrece una serie de
oportunidades para que las regiones de Colombia alcancen un potencial
y competitividad en los sectores productivos, sin embargo el area de la
biotecnologia en el departamento de Sucre, esta poco desarrollada, por lo
que se hacen necesarios estudios para mejoras tangibles en la productividad
sostenible de los sectores vitales para el crecimiento de la economia del
departamento como son: la agricultura y el sector pecuario, los cuales
comprenden actividades como la ganaderia, el cultivo de arroz, maiz,
name, la hortofruticultura, y la produccion apicola y piscicola. Lo cual, hace
necesario aumentar considerablemente los estudios de tipo biotecnolégico
como herramientas tecnologicas que mejoren la calidad de la explotacion
de los recursos naturales y promuevan la productividad de especies tanto
animales como vegetales, permitiendo un aprovechamiento adecuado
de los ecosistemas presentes en la region sucrena. Con lo que se podra
ampliar la capacidad local para la investigacion y la innovacion, diversificar
la estructura productiva, generar avances tecnologicos y nuevas técnicas
aplicadas a los sectores productivos tradicionales, facilitar la insercion en
los mercados mundiales y fomentar la competitividad del territorio (PND,
2014).

En cifras generales, los grupos de investigacion encaminados a realizar
estudios biotecnoldgicos, son pocos en el Departamento de Sucre, lo que
hace que se presente un déficit a nivel investigativo para el aprovechamiento
del potencial biodiverso propio de este departamento. Segtin Colciencias
(2016), en Sucre solo hay tres grupos reconocidos a nivel cientifico en
el area de la biotecnologia los cuales son: Biologia de Microorganismos,
Investigaciones Biomédicas y Biotecnologia Vegetal, todos adscritos a la
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Importancia de la biotecnologia en el departamento de Sucre

Universidad de Sucre. Cifra muy baja en lo relacionado directamente con el
desarrollo de investigaciones en esta drea, es por esto que se hace necesario
el apoyo por parte de otras universidades para enriquecer la investigacion
de los procesos biotecnologicos. Sin embargo, cabe resaltar que a pesar de
presentar un numero bajo de grupos de investigacién en esta materia, en
Sucre también hay grupos que desarrollan investigaciones afines, como es el
caso del Grupo de Bioprospeccion Agropecuaria, Procesos Agroindustriales
y Desarrollo Sostenible, Reproduccion y Mejoramiento Genético Animal,
Investigacion Participativa de los Pequenios Productores de la Costa Atlantica
y el Grupo de Investigacion en Biodiversidad Tropical, los cuales también
estan adscritos a la Universidad de Sucre. Teniendo en cuenta lo anterior,
es posible afirmar que hay un déficit investigativo en el area biotecnologica
lo que plasma una necesidad de conformar un mayor ntamero de grupos de
investigacion que permitan realizar mas estudios directamente enmarcados
en esta area del conocimiento.

Con base en lo anterior, la Corporacion Universitaria del Caribe
(CECAR) y la Gobernacion de Sucre han promovido estudios en los
que se han identificado las problematicas que generan mas impacto en
el departamento que afectan directamente a los sectores en los cuales se
podrian aplicar los conocimientos en el area de la Biotecnologia (Ver Tabla

).

Tabla 1. Interrelaciones entre los principales problemas, impactos esperados y
requerimientos de formacion de alto nivel en el Sector Agropecuario y Agroindustrial

de Sucre
Los Principales requerimientos de formacion de alto nivel Valor
Conservacion de suelos y aguas 5,0
Manejo integrado de cultivos 5,0
Ciencias veterinarias 5,0
Ciclo de vida y trazabilidad produccion. Origen animal 5,0
Recuperacion de suelos contaminados 4.9
Ciencias del suelo aplicadas a agricultura 4.8
Acuicultura 4,8
Epidemiologia animal y salud ptblica 4,8
Ingenierfa avanzada de alimentos 4.7
Gestion de plantas agroindustriales 4,6

14
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Ing. transformacion industrial de carnicos 4,6
Ingenieria de la produccion de lacteos 4,6
Ciclo de vida y trazabilidad pr. Agroindustriales 4,6
Industria pesquera 4,6

Actividades continuas sin suspension por falta de agua 4,6
El producto es aceptable en todos los mercados 4,6
Cadenas o clusters con nacionales funcionando 4,6
Incremento de la productividad 4,5
Actividades continuas en el lugar con proteccion de suelos 4,5
Cadenas o clusters con extranjeros funcionando 4,5
Alianzas estratégicas comerciales 4,5
Mayor eficiencia en el uso del agua 4,5
Mayor eficacia 43
Principales problemas del sector [ Valor |
Carreteras e infraestructuras asociadas 4.8
Utilizar tecnologias modernas 4,7
Capacidad para innovar en procesos 4,7
Cumplir normas sobre el uso del agua 4,7
Alianzas estratégicas comerciales 4.5
Manejar y mejorar tecnologias de proceso 4>
Alianzas estratégicas para Idi 4.5
Cumplir normas de calidad 4.4
Acceso a fuentes naturales de agua 4.4
Apoyar / desarrollar estrategias para reducir la pobreza 4,4
Capacidad para proteger los suelos 4,4

Fuente: Matamoros, M., 2013. Formacion de alto nivel para cerrar brechas.
Identificacion de prioridades a partir del andlisis de problemas e impactos esperados.

Citado por PEOCTI Sucre. 2013
Teniendo en cuenta la anterior informacion, la biotecnologia puede
aplicarse en el sector agropecuario, principalmente orientados a solucionar
problematicas en lo relacionado con la remediacion de suelos, manejo
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integrado de los cultivos, las ciencias veterinarias y la acuicultura, El
gran potencial por explorar del departamento de Sucre, el cual se refleja
en las siguientes cifras: El departamento de Sucre cuenta con 886.389
hectareas en suelos aptos para usos agropecuarios, equivalentes al 81,2
% de la superficie total del departamento, de las cuales el 42 por ciento
esta siendo sobreutilizado por los agricultores con cultivos de yuca, maiz,
platano, arroz, hame y algodon, siendo mas marcada esta actividad en los
municipios de Sincé, Corozal, los Palmitos, Buenavista, la Unién, San Juan
de Betulia, San Pedro y Majagual, utilizando tierras con vocacion para
otras actividades o definidas como areas de proteccion ambiental, el 36
por ciento esta subutilizado, actividad asociada a la ganaderia marcandose
mas este fendmeno en los municipios de San Onofre, San Benito Abad, San
Marcos y Tolu. (IGAC. 2014). Tradicionalmente la estructura productiva
del Departamento ha sido predominantemente agropecuaria, pero en
las ultimas dos décadas este sector ha experimentado bajas importantes,
manifestandose dentro del total del PIB. (PRG, 2015).

En el departamento de Sucre, el sector agricola se presentan fortalezas
y debilidades a nivel de algunos productos con respecto a la produccion
nacional, lo que se convierte en un campo de acciéon directa para la
Biotecnologia, pudiendo desde esta area realizar aportes para sostener la
produccion agricola incidiendo directamente con la mejora de las practicas
tecnologicas en cuanto a produccion y aprovechamiento sostenible de los
recursos naturales del departamento, mejorando el manejo de las cosechas,
a través del desarrollo de bioinsumos que brinden la posibilidad de tener
un aprovechamiento mas limpio del suelo con el uso de abonos organicos,
bioproductos enfocados a la mejora de la produccion de estos cultivos
a nivel industrial, bioprocesos que permitan el uso de células vivas para
la mejora de procesos dentro de la produccion agricola, bioremediacion
utilizando organismos o microorganismos que permitan la mejora de las
condiciones del agua y suelo en las areas donde se practica la agricultura
de manera intensiva.

El creciente interés en los tltimos anos por el uso de compuestos y
productos organicos biolégicamente activos, obtenidos de microorganismos
y plantas, asi como especies mejoradas con o sin transformacion genética,
representan la capacidad de disminuir el impacto ambiental e incrementar
la competitividad del departamento y de la region, brindando productos
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menos contaminados y mas inocuos con capacidad de competir en
mercados internacionales.

Lagravedad deestos problemas demandaun cambiourgente de manejo
agropecuario. El reto de la Region Caribe es vincular la biodiversidad y
convertir el conocimiento proveniente del estudio de los recursos naturales
(fitogenéticos, zoogenéticos, microbiologicos y fungicos), diversidad
biolégica aprovechable y explotable de manera sostenible en beneficio de
la sociedad y la sostenibilidad del planeta. Para ello es necesario desarrollar
nuevas alternativas que contribuyan con el desarrollo agrosostenible y
agroindustrial, a través de un manejo integrado que propicien el equilibrio
entre el hombre y la naturaleza adoptando un sistema de produccién que
permita mejorar la calidad de los suelos y obtener productos limpios para
el consumo humano.
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Introduccion

El name espino (Dioscorea rotundata) es una de las 650 especies
pertenecientes al género Dioscorea, ampliamente distribuidas en regiones
tropicales de alta pluviosidad, donde exhibe su mayor diversidad,
consolidandose como el grupo principal de plantas con flores de esta
familia (Thurston, 1998). Es originario de Africa occidental y actualmente
distribuido por todos los tropicos. Esta especie no se conoce en estado
silvestre y se cree que derivo de D. cayenensis, de la misma region. Las
plantas pertenecientes a esta especie se caracterizan por poseer tubérculos
llamados fiames, los cuales son una estructura del tallo modificado, cuya
funcion es el almacenamiento de granulos de almidon (Tejeda et al., 2007).

En Colombia, las especies mas cultivadas son Dioscorea alata o hiame
criollo y D. rotundata o name espino, donde el 92% de la produccion
nacional se concentra en los departamentos de Sucre, Cérdoba y Bolivar
(Campo, 2011; Reina, 2012; Agronet, 2016). El hame espino, por su parte,
es un cultivo de pequenios y medianos agricultores de la Costa Caribe, el
cual constituye la principal fuente de ingresos, de empleo rural, oferta de
alimento para sus pobladores y un producto de exportacion (Tejeda et al.,
2007; Reina, 2012).

El departamento de Sucre genera el 20% de la produccion de hame
de la Costa Caribe, ocupando el tercer lugar después de Bolivar y Cérdoba
(Agronet, 2014). En este departamento el iame es el principal producto de
la canasta familiar y sustento de pequenios productores, donde el 47% de la
produccion total es de hame espino (Reina, 2012). En el 2010 se report6 en
Sucre una produccion de 13.020 toneladas (ton) de hame espino, siendo
Los Palmitos el principal municipio productor (4.680 ton), seguido de
Ovejas (4.560 ton), Sampués (1.000 ton), Toluviejo y Sincé (337 ton), en
total para el 2010 se cultivaron 1.269 hectareas (ha) y se cosecharon 1.260
ha en todo el departamento. Es importante resaltar que el municipio de
Los palmitos registra rendimientos por hectareas del cultivo entre 14 y
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18 ton, y algunos productores han incrementado su densidad de siembra
hasta 15.000 plantas ha-1 alcanzando un rendimiento de hasta 26 ton
(Fundacion Procaribe, 2012).

Adicionalmente, el cultivo de fiame espino (Dioscorea rotunadata)
se ha posicionado como un producto de exportacion en los mercados de
Estados Unidos y Europa generandole al pais mas de US$2.5 millones
anuales (Sanchez y Hernandez, 2003; Fundacion Procaribe, 2012; Plan
General de Asistencia Técnica Municipio de Chalan, (2013) siendo a nivel
nacional la especie que mas genera ingresos de exportacion (40 millones de
pesos por cada contenedor de 22, 8 ton) (ICA, 2009).

No obstante, el desarrollo extensivo de este cultivo se ha visto limitado,
principalmente por dos razones: (i) bajas tasas de multiplicacién en campo
del material vegetal de plantacion (tubérculo), y (ii) alta susceptibilidad del
cultivo frente a enfermedades causadas por virus, bacterias, nematodos y en
especial hongos como Colletotrichum gloeosporioides (Salazar y Beltran,
2002; Reina, 2012). Ademas, el riesgo de transmision de enfermedades
de un ciclo a otro y de una localidad a otra se incrementa debido a la
propagacion vegetativa del cultivo a través del fraccionamiento de los
tubérculos (Amusa, Adegbite, Muhammed y Baiyewu, 2003). A esto, se
suma la estacionalidad del cultivo, cuya siembra normalmente inicia entre
abril y mayo (Rodriguez, 2015; Fundacion Procaribe, 2012), originando
escases de material de siembra e incrementa sus costos durante ese periodo.
En ese sentido, para el cultivo de hame, la poca disponibilidad de material
de siembra se presenta como la principal problematica a solucionar hacia
un desarrollo eficiente del cultivo del fiame (Yan et al., 2011).

Esasicomolapropagacioninvitrosurge comounaexcelentealternativa,
pues permite la produccién de plantas genéticamente homogéneas, la
utilizacion de propagulos de pequenio tamano, independencia de la
estacionalidad, sanidad del material vegetal y manipulacién de una tasa
elevada de explantes en espacio reducido (Vidoy, 2014). Sin embargo,
la micropropagacion por segmentos nodales mas extendida en especies
vegetales, especialmente en plantas del género Dioscorea se realiza en
matrices de cultivo semisolido (SS) (Borgesetal.,2011; Bonillay Hernandez,
2012; Senapati et al., 2015). Ademas, los protocolos para la propagacion
in vitro de name bajo matrices (SS) han presentado bajos coeficientes de
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multiplicacion y supervivencia de las plantas en la fase de aclimatacion y en
campo (Medero et al., 1999; Chu y Figuereido, 2002; Borges et al., 2004).

Una alternativa para obtener una mayor eficiencia en la propagacion
in vitro, y a su vez disminuir los costos de producciéon y mano de obra,
se ha desarrollado en diferentes especies vegetales, donde implementan
un sistema de cultivo doble fase (DF), el cual consiste en una capa de
medio semisolido superpuesta por una capa de medio liquido, que le
brinda soporte al explante previniendo problemas como la hiperhidricidad
(Ziv, 1995; Domingues et al., 2013; Senapati, 2015), y a su vez brinda
las ventajas del medio liquido tales como; mayor disponibilidad de agua
y nutrientes, reduccién en los gradientes de nutrientes y hormonas
endogenas, eliminacion de la polaridad y reduccion en el efecto de las
toxinas (Singha 1982, citado por Avila et al., 1996; Debergh, 1983; Gawel
y Robacker 1990; Ascough y Fennell, 2004). Se debe considerar que la
micropropagacion de especies vegetales en sistema de cultivo (DF) no
requiere la realizacion de subcultivos periddicos, con lo cual es posible
reducir los riesgos de contaminacion por manipulacion y los costos de
produccion debido a la reduccion en insumos y mano de obra (Senapati,
2015), razones por la cual esta investigacion tuvo como objetivo desarrollar
un protocolo de micropropagacion para la especie D. rotundata cultivar,
Boton en sistema de cultivo (DF) para la producciéon de material de siembra
de excelente calidad fisiologica y fitosanitaria del cultivo.

Metodologia

Ubicacion Geografica: esta investigacion se realizé en el Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal de la Universidad de Sucre, sede Puerta Roja en la
ciudad de Sincelejo.

Obtencion del Material Vegetal: las plantulas necesarias para el
desarrollo de esta investigacion fueron obtenidas a través de subcultivos
periodicos cada tres meses de la accesion codificada como 010 (D.
rotundata, cultivar Botén) perteneciente al Banco de Germoplasma de
Name de la Universidad de Sucre. Como explante se utilizaron segmentos
con al menos dos nudos, con hojas y sin raices, a razén de tres explantes
por frasco (182 cm?).
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El medio de cultivo estuvo constituido por sales Murashige y Skoog
al 4,33 gL', sacarosa 30 g L, tiamina 1 mg L*, mioinositol 0,1 g L'!, y
agar 5,5 g L'!. Todos los medios de cultivo se ajustaron a un pH de 5.8 +
0.1 y fueron esterilizados por 20 minutos a 15 psi y 121°C, tras lo cual
fueron observados durante 7 dias, antes de su uso, para descartar cualquier
contaminacion. La incubacion de las plantulas se realizo a una temperatura
25 + 5°C, humedad relativa de 65% y un fotoperiodo de 12 horas luz con
una intensidad luminica de 50 pmol m?s™.

Comparacion del desarrollo in vitro de la especie D.
rotundata, cv. Boton en el sistema de cultivo convencional y
doble fase a través del tiempo.

En este experimento se utilizaron segmentos uninodales con una
longitud aproximada de 1,5 cm, tomados de plantas de 60 dias de edad
micropropagadas sin la implementacion de reguladores de crecimiento e
incubadas bajo las condiciones descritas anteriormente. El material vegetal
se establecié en medios de cultivo, a razéon de un segmento nodal por
recipiente (240 cm?).

En cada uno de los recipientes se depositaron 30 ml de medio de
cultivo. El cual estuvo constituido por sales MS 4,33 g L, sacarosa 30g
L', tiamina 1 mg L', mio-inositol 100 mg L*, ANA 0,1 mg L', BAP 0,3
mg L' y agar 6,0 g L. Ademas, Para el sistema de cultivo doble fase se
adicionaron 10 ml de medio de cultivo liquido con la misma formulacion
que el medio de cultivo semisoélido, tres dias después del establecimiento
de los explantes.

Los segmentos uninodales estuvieron provistos de una hoja y sin
raices. Los cuales, fueron establecidos en los distintos sistemas a razén de
un explante por recipiente obedeciendo a la polaridad de la planta, las
cuales fueron incubadas a una temperatura de 25 + 5 °C, humedad relativa
de 65%), una intensidad luminica de 50 pmol m™s™ y un fotoperiodo de 12
horas luz.

Ademas, las plantulas de D. rotundata, cultivar Botén, incubadas en
los dos sistemas de cultivo bajo las condiciones anteriormente mencionadas,
fueron trasplantadas a condiciones de casa malla al cabo de 30, 60 y 90 dias
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en bandejas plasticas con 18 alveolos con un sustrato comercial (Ergo®),
en cada uno de los cuales, se transfirio una plantula por alvéolo.

Bajo condiciones de casa malla se emple6 un polisombra del 60% de
cobertura y una frecuencia de riego por nebulizacién de 30 segundos cada
media hora. Después de la primera semana las plantas se irrigaron con una
frecuencia de 12 segundos cada dos horas, y a partir de la cuarta semana
las plantas fueron sometidas a una frecuencia de dos riegos diarios de 3
minutos cada uno, cada 12 horas (Suarez et al., 2009).

Evaluacion del desarrollo in vitro de la especie D. rotundata,
cv. Boton en el sistema de cultivo convencional y doble fase
a través del tiempo.

A los 30, 60 y 90 dias de haber iniciado el experimento de
multiplicacion en ambos sistemas de cultivo, se midieron las siguientes
variables:

* Longitud del tallo (en centimetros, desde la base del tallo hasta el
ultimo nudo) (Domingues et al., 2013)

» Numero de nudos (Borges et al., 2004)

* Numero de hojas (Borges et al., 2011)

e Numero de raices (Scherwinski et al., 2012)

* Densidad estomatica (niumero de estomas por mmz2) y nimero de
estomas abiertos.

* Densidad de tricomas (ntimero de tricomas por mm?2)

Se realizaron observaciones histologicas de la parte foliar a través de
cortes paradérmicos de hojas de D. rotundata provenientes de cada sistema
de cultivo.

Al final de la sexta semana, se registro el porcentaje de supervivencia
(numero de plantas vivas sobre el ntumero total de plantas evaluadas por
cien) (Diaz et al., 2015).
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Disefo y analisis estadistico.

La investigacion se realizé bajo un disefio completamente al azar
(DCA), formado por seis tratamientos con nueve réplicas cada uno. A los
datos obtenidos se les aplico las pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk)
y homogeneidad de varianzas (Bartlett), tras lo cual, se concluyo que las
variables se distribuian de forma normal y homogénea. Por lo tanto, se
utilizaron las pruebas paramétricas de Tukey y Tstudent. Todos los analisis
estadisticos se procesaron en el programa R para Windows, version 3.4.3
con los paquetes agricolae y stats (Mendiburu, 2016; R Core Team, 2017).

Comparacion del desarrollo in vitro de la especie D.
rotundata, cultivar Boton en sistema de cultivo convencional
y sistema de cultivo doble fase a través del tiempo.

Segin Borges et al. (2011), los indicadores fundamentales en la
micropropagacion de name son la longitud del vastago y el numero de
nudos. El desarrollo de nudos nuevos depende del sistema de cultivo
implementado (Tablal), mostrando resultados superiores en el sistema de
cultivo (DF). Asimismo, se evidenci6 la influencia del tiempo dentro de
este sistema, donde se alcanzo el mayor ntiumero de nudos (22,44) a los 90
dias de cultivo (figuralA), sin embargo, no existen diferencias estadisticas
con el valor alcanzado a los 60 dias de cultivo (18,22) (Tablal).

Tabla 1. Efecto del tiempo y el sistema de cultivo sobre la longitud del tallo y el
numero de nudos de Dioscorea rotundata, cv Botén bajo condiciones in vitto.

Longitud del Tallo Numero de nudos
Tiempo (Dias) Sistema SS Sistema DF Sistema SS Sistema DF
30 4,02Ab 5,49Ba 5,89Ab 10,22Ba
60 5,60Ab 6,72ABa 8,89Ab 18,22ABa
90 5,14Ab 8,17Aa 8,67Ab 22 44Aa

Letras mayusculas representan diferencias significativas entre los tres periodos de tiempo
indicados para cada matriz segun prueba de comparacion de medias Tukey para p < 0,05,
y letras minuisculas representan diferencias significativas entre sistemas de cultivo para
cada periodo de tiempo segin prueba de T-Student para p < 0,05.

En este sentido, se pudo observar que, independiente del tiempo de
cultivo implementado en el sistema semisolido (SS), los resultados fueron
estadisticamente no significativos para la variable nimero de nudos en
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los tres periodos de tiempo. Resultados similares fueron obtenidos para
la variable longitud del vastago en la cual se obtuvo la mayor longitud del
tallo en el sistema de cultivo (DF) a los 90 dias de cultivo (8,17 cm) (Figura
1), no existiendo diferencias significativas con la longitud del tallo obtenida
a los 60 dias de cultivo (6,72 cm). No obstante, en el sistema de cultivo
convencional (SS), no hubo diferencias estadisticas para la variable a través
del tiempo (figuralB) (Tablal).

Los resultados anteriores concuerdan con los reportados por
Scherwinski et al. (2012), quienes encontraron los valores mas altos en las
variables longitud del brote y nimero de nudos de pifia (Ananas comosus
L.) al incubar las plantulas en sistema de cultivo (DF) durante cinco meses.
Obteniendo asi, una tasa promedio de proliferacion de brotes un 58%
superior con respecto al sistema de cultivo convencional (SS). Del mismo
modo, Senapati (2015) reporté una tasa de multiplicacion de brotes (98,7
%) y longitud de brotes (9,9 ¢cm) mayor en sistema de cultivo DF con
respecto al sistema de cultivo SS en la propagacion in vitro de Rauwolfia
serpentine L.

Figura 1. Plantulas de Dioscorea rotundata Poir. cv. Boton a los 90 dias de
cultivo. A. Sistema de cultivo doble fase (DF). B. Sistema de cultivo semisolido
(SS).

En este orden de ideas, se debe apreciar que el crecimiento de las
plantulas tiende a ser mayor en sistemas de cultivo (DF) con relacion al

27



Micropropagacion de fname espino (dioscorea rotundata, poir), cultivar botén en sistema
de cultivo doble fase

presentado en sistemas de cultivo convencional (SS), lo cual se debe a que
en este nuevo sistema se aprovechan las ventajas de las matrices solidas
y liquidas. De esta manera, la utilizacién de una capa de medio liquido
en el sistema de cultivo proporciona las siguientes ventajas: i) incrementa
la disponibilidad de agua y nutrientes disueltos en el medio de cultivo
(Singha 1982, citado por Avila et al., 1996; Debergh 1983), ii) reduce los
gradientes de nutrientes y hormonas endogenas (Gawel y Robacker 1990),
iii) elimina la polaridad, y iv) disminuye el efecto de las toxinas sobre el
tejido vegetal (Ascough y Fennell, 2004).

Por otra parte, al emplear una matriz de cultivo solida en la parte
basal del sistema doble fase garantiza: i) soporte al explante, y ii) previene
el efecto depresivo sobre el crecimiento y desarrollo de los tejidos vegetales
debido a la hipoxia (baja disponibilidad de oxigeno) o la hiperhidricidad,
las cuales pueden generar desordenes fisioldgicos, como la malformacion
de hojas y tallos (Ziv, 1995), las cuales se constituyen las principales
desventajas de utilizar medio de cultivo liquido para la micropropagacion
de especies vegetales (Preil, 2005; Ziv, 2005; Cabrera, 2009).

Tabla 2. Efecto del tiempo y el sistema de cultivo sobre el niimero de raices y niimero
de hojas de Dioscorea rotundata, cv. Boton bajo condiciones in vitro.

Numero de raices Numero de hojas
Tiempo (Dias) Sistema SS Sistema DF Sistema SS Sistema DF
30 6,78Ab 9,67Aa 6,78Ab 9,67Aa
60 10,44Aa 9,44Aa 10,44Aa 9,44Aa
90 9,00Ab 13,12Aa 9,00Ab 13,12Aa

Letras mayusculas representan diferencias significativas entre los tres periodos de tiempo
indicados para cada matriz segun prueba de comparacion de medias Tukey para p < 0,05,
y letras minusculas representan diferencias significativas entre sistemas de cultivo para
cada periodo de tiempo segtn prueba de T-Student para p < 0,05.

Con respecto al desarrollo radicular, los resultados evidenciaron la
influencia del sistema de cultivo sobre la produccion de raices in vitro en
Dioscorea rotundata, es asi como el nimero de raices fue significativamente
superior en el sistema de cultivo (DF) en dos de los tres periodos de tiempo
30y 90 dias (tabla 2). Asimismo, a partir de los resultados se puedo constatar
que el tiempo de cultivo no tuvo influencia significativa (p>0,05) en el
desarrollo radicular dentro de ambos sistemas, no obstante, los resultados
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obtenidos en esta investigacion no coinciden con los reportados por Senapati
(2015), quien encontrd que el ntumero de las raices de R. serpetine fue
significativamente superior en sistema de cultivo (DF) al compararlo con
los resultados obtenidos en sistema de cultivo convencional, demostrando
asi que el desarrollo radicular de una especie es genotipo dependiente.

Por otra parte, se debe considerar que es posible reducir el tiempo y
los costos de produccion durante la micropropagacion de D. rotundata, cv.
Boton en sistema de cultivo (DF), puesto que no es necesario realizar una
fase de enraizamiento después de la fase de multiplicacion, gracias al buen
desarrollo radicular de las plantulas.

Resultados similares fueron reportados por Borges et al. (2011)
quienes afirmaron que es posible realizar de forma simultanea las fases de
multiplicacion y enraizamiento en D. alata, reduciendo asi el tiempo de
micropropagaciondelaespecie,loscostosasociadosalafase deenraizamiento
y la pérdida de plantulas por contaminacion. No obstante, los resultados
obtenidos en este ensayo superan a los obtenidos en la investigacion antes
mencionada. para las variables indicadoras de crecimiento v desarrollo.
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Figura 2. Evaluacion in vitro de la densidad de tricomas y la densidad estomadtica
de D. rotundata cv, Boton en sistema de cultivo doble fase (DF) y sistema de
cultivo semisolido (SS).
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Figura 3. Observacion de estomas 40x (A) y tricomas 10x (B) a partir de cortes
paradérmicos de hojas de D. rotundata cv, Boton en sistema de cultivo doble fase,

tefiidos con Safranina. (Fuente de elaboracion propia) .

Por otra parte, el desarrollo foliar estuvo influenciado por el sistema
de cultivo en el cual se encontraban los explantes, obteniendo un promedio
significativamente superior en el ntiumero de hojas en el sistema de cultivo
doble fase a los 30 y 90 dias de incubacion. Sin embargo, no se observaron
diferenciasestadisticasentrelossistemas de cultivoalos 60 dias de incubacion
(tabla 2). Ademas, se realizaron cortes histologicos (paradérmicos) de las
hojas de D. rotundata, cultivadas bajo ambos sistemas, y se encontré que
la densidad estomatica (numero de estomas/mm?2) fue similar en ambos
sistemas (Figura 2), dichas estructuras se encontraban abiertas en su
totalidad (Figura 3). Asi mismo, no se evidenciaron diferencias estadisticas
entre los sistemas de cultivo al evaluar la densidad de tricomas (ntimero de
tricomas/mm?2), (Figura 2).

Los resultados obtenidos con respecto a la densidad estomatica
concuerdan con lo reportado por Marin, Vargas y Oropeza (2012), quienes
encontraron presencia de estomas en hojas de Dioscorea alata provenientes
de cultivo in vitro, ademas reportan que no existe diferencias significativas
en el tamano de las estomas de plantas de esta especie cultivadas en
condiciones in vivo con respecto a las micropropagadas. Lo cual, evidencia
que las plantas mantenidas in vitro responden a las condiciones ambientales
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del cultivo y, por lo tanto, revierten al fenotipo de la planta madre crecida
in vivo, cuando pasan por un proceso de aclimatacion, entonces se pone en
evidencia la plasticidad fenotipica de la especie vegetal en estudio (Marin

etal., 2012).

Lo anterior, permite argumentar que el buen desarrollo de estomas
y tricomas de las plantas cultivadas en los dos sistemas promovieron una
buena climatizacion de estas plantas bajo condiciones de casa malla.

Con relacion al efecto ejercido por el tiempo dentro de cada sistema
de cultivo sobre el desarrollo de hojas se observo que dicho efecto fue
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Figura 4. Evaluacion del porcentaje de supervivencia ex vitro de Dioscorea
rotundata cv, Boton en sistema de cultivo doble fase (DF) y sistema de cultivo
semisolido (SS).

Figura 5. Plantulas de D. rotundata cv. Boton proveniente de los sistemas de
cultivo SS y DF, transferidas a condiciones ex vitro. A. plantas de 90 dias de
micropropagacion en el primer dia en condiciones ambientales. B. Material
vegetal 20 dias después de su cultivo ex vitro. C. Plantas climatizadas de 50 dias
de edad. D. Plantas climatizadas de 60 dias en condiciones ex vitro.

Fuente: elaboracion propia

Del mismo modo, se logré constatar que el buen desarrollo radicular
sumado al buen desarrollo anatomico vy fisiologico de las estructuras aéreas
de las plantulas pudo haber favorecido los altos porcentajes de supervivencia
(100%) (Figura 4), observados al climatizar las plantulas en casa malla,
razon por la cual el sistema de cultivo y el tiempo de incubacion de estas no
afecto su supervivencia durante esta fase de la micropropagacion (Figura
5).

Conclusiones

La implementacion del sistema de cultivo doble fase para la
propagacion in vitro de D. rotundata, cv. Botén, permitié aumentar el
crecimiento y desarrollo de plantas in vitro, a la vez que se reduce el tiempo
y los costos de produccion del material. Convirtiéndose en el primer reporte
de un sistema altamente promisorio y de bajo costo para la produccion de
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material de siembra de buena calidad para la especie, el cual podria servir
como base al implementarlo en otros ejemplares comerciales del género
Dioscorea.
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Introduccion

El name pertenece al género Dioscorea y comprende alrededor de
600 especies cultivadas especialmente en Africa, siendo Nigeria el mayor
productor a nivel mundial (Mandal, 1993; Rodriguez, 2000; Bustamante et
al., 2003; Deepika et al., 2013). En Latinoameérica, Colombia es uno de los
mayores productores seguido de Brasil, Cuba, Haiti, Reptiblica Dominicana,
Costa Rica y Puerto Rico (Reina, 2012). A nivel nacional, las especies mas
cultivadas son Dioscorea alata (lame criollo) y Dioscorea rotundata (hame
espino) principalmente cultivados en los departamentos de Sucre, Cérdoba
y Bolivar, los cuales aportan el 92% de la producciéon nacional (Campo,
2011; Reina, 2012; Agronet, 2016). El fame espino es un cultivo propio
de pequenos y medianos productores de la Costa Atlantica de Colombia,
y priorizado en el departamento de Sucre por ser una de las principales
fuentes de ingreso, empleo rural, darea sembrada y alimentacion. Asi
mismo, es un producto de exportacion que le ha generado al pais ingresos
que superan los US$2.5 millones anuales (Sanchez y Hernandez, 2003;
Fundacion Procaribe, 2012).

A pesar de la importancia econémica, social y nutricional del name,
este presenta multiples problemas que afectan su produccion. Dentro de
esta problematica se destacan las pérdidas de 20-30% y hasta del 50%
durante la postcosecha y el almacenamiento debido a la susceptibilidad del
tubérculo a las pudriciones y al ataque de microrganismos como bacterias,
nematodos y hongos como Colletotrichum gloeosporioides (Pérea y
Buitrago, 2000; Pinzén, Bustamante y Buitrago, 2013; Reina, 2012;
Rodriguez, 2015). En otro aspecto, algunos autores como Yan et al. (2011)
afirman que la poca disponibilidad de material vegetal se presenta como la
principal problematica a solucionar para un manejo eficiente del cultivo.
De igual manera, la aplicacion de la ingenieria genética se ha visto limitada
por la ausencia de protocolos eficientes que permitan la regeneracion de
plantas y su transformacion genética (Manoharan, Nath y Tripahi, 2016).
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Frente a esta problematica, surge como alternativa el uso de la
embriogénesis somatica in vitro, definida como el proceso por el cual
las células somaticas se desarrollan en plantas diferenciadas pasando por
las etapas tipicas embrionarias sin que exista fusion de gametos (Fehér,
2005; Hernandez, 2013). Esta técnica se ha establecido en D. rotundata
mediante el estudio de diferentes factores (Osifo, 1988; Suarez et al., 2011;
Rodriguez et al., 2014; Manoharan et al., 2016), sin embargo, atn existen
limitaciones en la fase de induccion, en la cual se han reportado porcentajes
de induccion de masas proembriogénicas menores al 30%, recalcitrancia
y genotipo-dependencia (Sudrez et al., 2011; Rodriguez et al., 2014;
Manoharan et al., 2016). Por esto, para lograr buenos resultados a través de
la embriogénesis somatica es necesario tener en cuenta los factores fisicos y
quimicos que activen la ruta embriogénica (Namasivayan, 2007). Con base
en lo planteado, con esta investigacion se evalua el efecto del genotipo, el
tipo de explante y el efecto de reguladores de crecimiento como el picloram,
para el cual hay escasas publicaciones con respecto a su uso como inductor
de tejidos embriogénicos en D. rotundata (Manoharan et al., 2016).

La embriogénesis somatica aplicada al hame espino puede favorecer
la propagacion masiva de plantas (Hernandez, 2013), permite el cultivo
de un gran numero de unidades reproductivas con raices y meristemos en
el mismo medio, minimizando la necesidad de enraizar como el método
convencional (Bathia y Bera, 2015). Adicionalmente, el modo de cultivo
se puede escalar usando embriones en medio liquido (Hernandez, 2013).
Asi mismo, se favorece la transferencia de genes en células vegetales
embriogénicas lo que constituye una alternativa al fitomejoramiento
convencional. Bathia y Bera (2015) afirman que los embriones somaticos
son los mejores candidatos para la transformacion genética, asi como
su uso en la produccion de semillas sintéticas. Con esta investigacion se
reportan avances en la etapa induccion de la embriogénesis somatica en
los cultivares Boton y Aleman de D rotundata lo que a largo plazo puede
favorecer la produccion de material de siembra, asi mismo, se convierte
en un punto de partida para futuros programas de fitomejoramiento
y produccion de semilla sintética, todo esto en funcién de satisfacer las
necesidades de aproximadamente 20 mil familias beneficiarias por este
cultivo en el departamento de Sucre y la costa Atlantica.
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Metodologia

Ubicacion Geografica: Esta investigacion se realizo en el Laboratorio
de Biotecnologia y Cultivo de Tejidos Vegetales de la Universidad de
Sucre, Sede Puerta Roja. Ubicado en la ciudad de Sincelejo, cuya posicion
geografica en Colombia es 9° 18" de latitud norte y 75 © 23" de longitud
oeste del meridiano de Greenwich (Ortega et al., 2011).

Induccion de masas proembriogénicas, induccion de callos y
embriones. Se utilizaron segmentos de peciolo y hoja con peciolo de 1,5
cm de longitud aproximadamente, obtenidos a partir de plantas in vitro de
60 dias de edad pertenecientes a la especie D. rotundata cultivares aleman
y Boton, los cuales se depositaron en cajas de Petri, conteniendo medio de
cultivo compuesto por Sales MS (Murashige y Skoog, 1962) (4,33 g L),
sacarosa (30 g L"), mio-inositol (0,1 g L"), tiamina HCI (1 mg L") y PTC
Agar (6 g L") (Durango y Oropeza, 2012; Suarez et al., 2011). Este medio
fue suplementado con diferentes niveles de picloram (0, 1,2, 3 mg L™).

Los medios de cultivo con los explantes evaluados se incubaron bajo
condiciones de oscuridad, ambos explantes se ubicaron horizontalmente
sobre el medio de cultivo. Para las hojas con peciolo se tuvo en cuenta que
la cara abaxial de la lamina foliar estuviera en contacto con el medio. Al
final de las 8 semanas se evaluo el porcentaje de masas proembriogénicas
(Rodriguez et al., 2014), porcentaje de callos (Shu et al., 2005) y el numero
de embriones (Manoharan et al., 2016).

Diseno y analisis estadistico.

Lainvestigacion se realizo bajo un disefio completamente aleatorizado
(DCA), conformado por 16 tratamientos con 12 réplicas por tratamiento.
A los datos obtenidos para la variable ntiimero de embriones, se aplico la
prueba no paramétrica de Wilcoxon y la prueba de comparacion de Kruskal-
Wallis. Todos los analisis estadisticos se procesaron en el programa R para
Windows, Version 3.0.4 con los paquetes agricolae y stats (Mendiburu,
2016; R Core Team, 2017).

Induccion de masas proembrogénicas.

Se evidenci6 la formacion de masas proembriogénicas, las presentaron
una coloracion amarillenta y blanquecina (Figura 1), de aspecto nodular y
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friable semejantes a las reportadas por Rodriguez et al. (2015). Se registraron
estos tejidos en la cara adaxial de la hoja (Figura 1A) y en la base del peciolo
(Figura 1B) en el cv. Aleman, para el cv. Boton los tejidos embriogénicos se
visualizaron en cara adaxial y en la base del peciolo (Figura 1Cy 1D). Se
confirmo mediante la técnica de squash y tincion con Lugol la presencia de
células embriogénicas presentes en las estructuras observadas, estas células
presentaron forma redondeada (Figura 1E), con polaridad establecida,
citoplasma denso y depésitos de almidon (Figura 1F), lo que concuerda
con lo reportado por Manoharan, Nath y Tripathi (2016). Los depositos
de almidén pueden estar relacionados con el crecimiento y la regulacion
de la morfogénesis en el desarrollo de los embriones somaticos (Ulisses et
al., 2016).

Figura 1. Masas proembriogénicas e histologia de células embriogénicas en D.
rotundata. A: Masas proembriogénicas en hoja con peciolo cv. Alemdn (flechas
rojas) a las 8 semanas bajo el efecto de picloram (2 mg L-1), en el mismo explante
se observan callos indicados con flecha azul. B: Masas proembriogénicas en el
peciolo cv. Aleman (flechas rojas) a las 8 semanas bajo el efecto de picloram (3
mg L-1). C: Masas proembriogénicas en hoja con peciolo cv. Boton (flechas rojas)
a las 8 semanas bajo el efecto de picloram (3 mg L-1). D: Masas proembriogénicas
en peciolo cv. Boton (flechas rojas) a las 8 semanas bajo el efecto de picloram (3
mg L-1). E y F: Células embriogénicas de D. rotundata cv. Alemdn bajo el efecto
del picloram (2 mg L-1) a las 8 semanas. E: Células embriogénicas sin tincion,
indicadas con flechas de color negro. F. Célula embriogénica tenida con Lugol,
la flecha negra indica la polaridad de la célula, caracteristica importante en la
formacion del embrion, asi mismo se observan depositos de almidon.
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Durante la induccién de masas proembriogénicas se observd un
mayor porcentaje de estas en el cultivar Aleman con respecto al cultivar
Boton (Tabla 1), resultado que puede estar asociado al efecto del genotipo
en la respuesta embriogénica; al respecto, Deo, Tyagi, Taylor, Harding
y Beckert (2010) afirman que entre cultivares de una misma especie es
posible encontrar diferencias en la induccion de tejidos embriogénicos,
en razon a que algunos genotipos son inducidos con relativa facilidad y
otros son recalcitrantes. En ese aspecto, Torres (2007) evalué la respuesta
embriogénica de tres cultivares de D. rotundata reportando que los cultivares
UC90 y 086 registraron el mayor porcentaje de masas proembriogénicas
a diferencia del cultivar 1172, que presenté una respuesta menor. Asi
mismo, Belarmino y Gonzales (2008) para D. alata en la fase de induccion
obtuvieron mayor respuesta en la variedad VU-2 en comparacion a la
variedad Kinampay. Otros autores como Viana y Mantell (1989) reportaron
mayor frecuencia de callos inducidos en D. composita con respecto a lo
obtenido en D. cayennensis.

Tabla 1. Porcentaje de masas proembriogénicas en funcion del genotipo, tipo de
explante y concentraciones de picloram.

Porcentaje de masas proembriogénicas
Aleman Boton
Picloram (mg L") . Hoja con . Hoja con

Peciolo peciolo Peciolo peciolo
0 0,00 0,00 0,00 0,00
1 58,33 75,00 0,00 25,00
2 50,00 91,67 8,33 50,00
3 75,00 50,00 25,00 16,67

Fuente: Cdlculos del estudio

Lo planteado indica que en el género Dioscorea, el genotipo juega un
papel importante en la induccién de tejidos embriogénicos. En la especie
D. rotundata de acuerdo a los resultados obtenidos es recomendable la
utilizacion de vitroplantas del cultivar aleman para la induccién de masas
proembriogénicas. De igual manera, los resultados obtenidos difieren de
los reportados para esta especie por Suarez et al (2011) y Rodriguez et al
(2014) quienes obtuvieron porcentajes <30% y de 6% respectivamente,
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usando hojas con peciolo y 2,4-D como auxina. Lo que indica que con
picloram para esta misma especie los porcentajes de induccion de tejidos
embriogénicos pueden superar el 90 %. Esto concuerda con lo planteado
por Vacca et al. (2015) quienes reportaron hasta un 95,22 % de tejidos
embriogénicos en la especie Pterogyne nitens.

En otras especies como Ipomea batatas también se ha evidenciado
respuestas diferentes entre los cultivares, e inclusive respuesta nula como
lo reportado por Triqui et al. (2008) en los cultivares Duclos 11, Guangshu
y 953 bajo el efecto del picloram y 2,4-D. La ausencia de respuesta en los
genotipos puede estar determinada por la etapa y estado fisiologico de las
vitroplantas (Triqui et al., 2008). La menor respuesta en el cultivar Boton
puede deberse a una recalcitrancia, que consiste en una nula o baja respuesta
morfogénica asociada con células vegetales, tejidos y 6rganos que no tienen
la capacidad de responder a las manipulaciones in vitro (Benson, 2000). La
recalcitrancia en este cultivar se presento para las tres variables evaluadas,
resultado que es comun para plantas tropicales, las cuales pueden tener
compuestos fenodlicos que liberados al medio de cultivo pueden inhibir
la actividad de algunas proteinas afectando la embriogénesis somatica
(George, 2008). Sin embargo, la recalcitrancia presente en un cultivar
puede resolverse optimizando las condiciones de cultivo o seleccionando
mejor el explante (Hernandez, 2013).

Con respecto a los tipos de explantes el mayor porcentaje de
induccion de masas proembriogénicas se logré en hojas con peciolo para
ambos cultivares (Tabla 1), presentandose el mayor porcentaje de induccion
en el cv. Aleman (91,67 %). Estos resultados se obtuvieron empleando
una concentracion de picloram de 2 mg L-1, la cual resulté ser la mas
eficiente para la induccion de masas proembriogénicas en ambos cultivares
utilizando hojas con peciolo (Tabla 1). Por su parte, la concentracion
3 mg L-1 es la mds apropiada para la induccion de estas estructuras en
peciolos para los dos cultivares evaluados, esto indica que los tipos de
explantes responden de forma diferente a los niveles de auxina utilizado.
Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en D. rotundata por
Suarez, Torres y Litz (2011) y Rodriguez et al. (2014) quienes obtuvieron
mayor respuesta embriogénica utilizando hojas con peciolo.

En ese sentido, lo anterior guarda relacion a lo obtenido en Ipomea
batatas por Guevaraetal. (2012) quieneslograron mayor respuestautilizando
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hojas con peciolo, segun estos autores, es posible que dichos resultados se
deban al area de contacto del explante con el medio. Sin embargo, larespuesta
embriogénica evidenciada puede depender de la presencia de células
competentes capaces de inducir la embriogénesis somatica en respuesta a un
estimulo externo (Fehér et al., 2003). La competencia celular esta asociada
con la desdiferenciacion de las células somaticas que les permite responder
a las nuevas senales del desarrollo (Fehér, 2008; Yang y Zhang, 2010). Las
células competentes se encuentran en un estado transicional en el cual bajo
un estimulo exégeno pueden convertirse en embriogénicas (Toonen et al.,
1994; Namasivayan, 2007), la competencia celular esta relacionada con
la utilizacion de tejidos jovenes ya que pueden ser mas susceptibles de
responder a senales externas de induccion y reprogramacion celular (Deo
etal., 2010), para esta investigacion se tuvieron en cuenta vitroplantas que
no superaran los 60 dias de edad.

Induccion de callos

Los callos obtenidos tenian apariencia cristalina y filamentosa (Figura
2A) en algunos casos asociados con masas proembriogénicas (Figura 1A).
Estos callos de acuerdo con la histologia realizada estaban conformados
por células no embriogénicas, las cuales presentaron forma alargada,
desprovistas de ntucleo y poco contenido citoplasmatico (Figura 2B)
caracteristicas semejantes a las encontradas por Ramirez y Garcia (2012).
Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Manoharan et al.
(2016) quienes reportan la presencia de callo no embriogénico semejante
a motas de algodon.
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Figura 2. Callos inducidos y células no embriogénicas en D. rotundata cv. Alemdn
mediante el uso de picloram (2 mg L-1) a las 8 semanas. A: Callos obtenidos en
hojas con peciolo (indicadas flechas negras). B: Células no embriogénicas a partir
de callos en hojas con peciolo (indicadas con flechas negras).

La presencia de estas estructuras se evidencié con un mayor valor
en el cv. Aleman con respecto al cv. Boton, utilizando hojas con peciolo
(66,67%) bajo el efecto del picloram a 2 mg L' (Figura 3) lo que guarda
relacion con el mayor porcentaje de masas proembriogénicas inducidas. Las
células no embriogénicas o carentes de competencia embriogénica, parece
ser que sinergizan la formacion de tejidos embriogénicos, lo que implica
que son necesarias para que se produzca la embriogénesis (Chasan, 1992).
La presencia de estos tejidos es un evento comun en la embriogénesis
somatica asociado a los niveles de metilacion del ADN durante la etapa de
induccion. La metilacién del ADN en tejidos no embriogénicos es mayor
con respecto a los tejidos embriogénicos como lo describié Noceda et al.
(2009) en la embriogénesis somatica en Pinus, de igual forma a lo reportado
en Eleutercoccus senticosus en la cual el callo no embriogénico mostré una
mayor metilacion del ADN (16,99%) con respecto al tejido embriogénico
(11,20%) (Chakrabarty et al., 2003), sin embargo, es un tema que requiere
multiples estudios, y para D. rotundata aun no hay reportes que expliquen
la presencia de tejidos embriogénicos y no embriogénicos desde el punto
de vista bioquimico.
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Figura 3. Efecto del picloram, el genotipo y el tipo de explante en la induccion de
callos en fname espino.

Induccion de embriones somaticos.

Selogré la formacion de embriones somaticos, los cuales se observaron
de color crema opaco, ubicados sobre las masas proembriogénicas (Figura
4), se obtuvo un mayor promedio de embriones somaticos en el cultivar
aleman con respecto al cultivar Boton (Tabla 2), entre los cuales se
presentaron diferencias significativas, lo cual indica que el genotipo influye
en la obtencion de embriones somaticos en fame espino. Asi como en las
variables anteriores, el genotipo es un factor que controla las respuestas
morfogénicas sobre todo en la embriogénesis somatica. La influencia
genotipica puede tener una base genética, algunas investigaciones al respecto
sugieren la ocurrencia de fenomenos epigenéticos como la condensacion de
la cromatina (Hernandez, 2013), se ha revelado que la heterocromatina
se caracteriza por la metilacion de citosina e histona H3, otros estudios
indican la participacion de RNAs de interferencia en la condensacion de
la cromatina. Los patrones de metilacion de ADN son hereditarios y se
pueden mantener con la mitosis (Rose et al., 2010).
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Tabla 2. Efecto del picloram, el genotipo y el tipo de explantes en la induccion de
embriones somaticos de D. rotundata.

Promedio Numero de embriones
Aleman Boton
Picloram (mg L") ) Hoja con ) Hoja con
Peciolo peciolo Peciolo peciolo

0 0 Ba 0Ca 0 Ba 0 Ba

1 0,17 Bb 4,25 ABa 0 Bb 1,75 ABa

2 3,00 Ab 7,08 Aa 0,67 ABb 3,50 Aa

3 3,92 Aa 4,17 BCa 2,00 Aa 1,92 ABb

Letras mayusculas representan diferencias significativas entre los niveles de sacarosa

para cada matriz segun prueba de Kruskal-Wallis para p < 0,05, y letras mintisculas

representan diferencias significativas entre matrices para cada nivel de aziicar segin
prueba de Wilcoxon para p < 0,05.

Asi mismo, dentro del cultivar aleman se presentaron diferencias
significativas entre los tipos de explante utilizados, siendo mayor el
promedio de embriones obtenidos en hoja con peciolo (Tabla 2),
demostrando que el tipo de explante utilizado puede influir en la respuesta
embriogénica. De igual manera, para el cultivar Botéon se presentaron
diferencias estadisticas entre los dos tipos de explantes utilizados, siendo
mayor el promedio obtenido en hojas con peciolo bajo el efecto de 2 mg L™
de picloram. Con base en estos resultados se afirma que la hoja con peciolo
es el explante indicado para lograr la induccion de embriones somaticos
en ambos cultivares, logrando una mayor respuesta en el cultivar aleman.
Esta respuesta podria estar asociada a una mayor presencia de células
competentes a nivel de genotipo/explante. Adicionalmente, los resultados
obtenidos pueden depender de otros factores como el nivel endogeno de
fitohormonas de los explantes (Gaj, 2004). Se considera que los explantes
y cultivos que responden a la transiciéon embriogénica presentan una
acumulacion de auxinas enddgenas (AIA), lo cual se ve influenciado por
las condiciones de cultivo determinando el destino embriogénico de una
célula en cultivo (Thomas, 2008).

El analisis estadistico aplicado a esta variable demuestra que
las concentraciones de picloram evaluadas presentaron diferencias
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significativas, obteniéndose mayores resultados con el nivel de 2 mg L™
en hojas con peciolo para ambos cultivares (Tabla 2). El acido 4-amino-3,
5, 6-trichloropicolinico (picloram), es un herbicida auxinico que posee
propiedades similares a las auxinas naturales y favorece la induccion de
tejidos embriogénicos que de acuerdo con Manoharan et al (2016) en D.
rotundata puede emplearse en el rango de 0,5a 16 mg L' de concentracion.
Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por Manoharan et
al. (2016) quienes evaluaron el efecto del picloram de forma individual y
combinada con sulfato de cobre, caseina hidrolizada y prolina reportando
la induccion de callo y de estructuras parecidas a embriones, asi como
la induccion de embriones somaticos. En contraste con la presente
investigacion, estos autores emplearon yemas axilares como explante,
teniendo en cuenta que la utilizacion de hojas con peciolo adherido no
fue eficiente para la obtencion de estos tejidos. Asi mismo, estos resultados
difieren de los obtenidos por Belarmino y Gonzales (2008) en D. alata
quienes reportaron que el uso de picloram es esencial para la induccion
de la embriogénesis somatica utilizando una concentracion de 1 mg L™
Autores como Durango y Oropeza (2012) lograron mayor induccion de
embriones con niveles de picloram de 4,8 mg L' en D. alata cultivares
Concha de coco y Criollo.

Es imporante mencionar que son pocas las investigaciones sobre la
induccion de embriones somaticos en D. rotundata a nivel departamental
y nacional con respecto al uso de picloram, solo algunas investigaciones
a nivel internacional como la de Manoharan et al. (2016) han evaluado el
efecto de esta auxina en la obtencion de tejidos embriogénicos. Por lo tanto
el presente trabajo contribuye al conocimiento del efecto del picloram en la
embriogénesis somatica de D. rotundata.
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Figura 4. Embriones somdticos de D. rotundata inducidos en hojas con peciolo
bajo el efecto de picloram (2 mg L-1) a las 8 semanas (indicados con flechas
negras) A. Embriones somdticos de cv. Alemdn. B. Embriones somdticos de D.
rotundata cv. Boton.

Tabla 3. Efecto del picloram, el genotipo y el tipo de explantes en la induccion de
embriones somadticos de D. rotundata.

Promedio Numero de embriones
Aleman Boton
Picloram (mg L") Peciolo Hoja’ con Peciolo Hoja’ con
peciolo peciolo

0 0OBa 0Ca OBa 0OBa

1 0,17Bb 4,25 ABa 0Bb 1,75 ABa

2 3,00Ab 7,08 Aa 0,67 ABb 350Aa

3 392Aa 4,17 BCa 2,00 Aa 1,92 ABb

Letras mayusculas representan diferencias significativas entre los niveles de sacarosa
para cada matriz segun prueba de Kruskal-Wallis para p < 0,05, y letras mintisculas
representan diferencias significativas entre matrices para cada nivel de aziicar segun

prueba de Wilcoxon para p < 0,05.

Conclusion

El genotipo, el tipo de explante y el picloram influyen en la induccion
de masas proembriogénicas, callos y numero de embriones en la especie D.
rotundata. Por esto, para el establecimiento de la embriogénesis somatica
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en D. rotundata se debe considerar el uso de hojas con peciolo del cultivar
aleman bajo el efecto de una concentracion de 2 mg L-1 de picloram. En
este sentido, se demostré que es posible inducir masas proembriogénicas
en el cultivar aleman con un porcentaje superior al 90%, los cual constituye
una base experimental para futuras investigaciones sobre la optimizacion
de la embriogénesis somatica en esta especie.
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Introduccion

El género Dioscorea esta representado por al menos 650 especies
(Thurston, 1998), de las cuales 11 son utilizadas como fuente de alimento
en diferentes paises tropicales y subtropicales del mundo, debido a sus
tubérculos (Aame), los cuales son estructuras de almacenamiento con un
alto contenido de almidon, vitamina C y otros nutrientes (Islam, Keller y
Dembele, 2008; Ondo, Kevers y Dommes, 2009).

En Colombia, la especie Diosocrea rotundata (fiame espino) es
cultivada principalmente por pequenos y medianos agricultores ubicados
en los departamentos de Cérdoba, Bolivar y Sucre (Reina, 2012). En este
ultimo, su cultivo ha sido priorizado como un renglén de importancia
econdémica, debido a la gran cantidad de hectdareas sembradas, a la
generacion de empleo e ingresos que aporta a la economia local, asi como
a su alta demanda internacional, a través de su exportacion hacia Estados
Unidos, Puerto Rico y algunas islas del Caribe (Fundacion Procaribe, 2012;
Sanchez y Hernandez, 1998).

No obstante, el desarrollo extensivo de este cultivo se ha visto limitado,
principalmente por dos razones: (i) bajas tasas de multiplicacion en campo
del material vegetal de plantacion (tubérculo), y (ii) alta susceptibilidad
del cultivo frente a enfermedades causadas por virus, bacterias, nematodos
y en especial hongos como Colletotrichum gloeosporioides (Reina, 2012;
Salazar y Beltran, 2002). Como alternativa, la propagacion in vitro de
name puede solucionar estos problemas, garantizando la calidad fisiologica
y fitosanitaria del material de siembra del cultivo. En este sentido, la
produccion de tubérculos in vitro es considerada una estrategia alternativa
y novedosa de propagacion clonal, caracterizada por ofrecer un producto de
facil manejo, almacenamiento, transporte y factibilidad para la plantacion
mecanizada (Cabrera, 2009; Li et al., 2015; Ng, 1988).

59



Efecto de la sacarosa y matriz de cultivo sobre el proceso de microtuberizacion en
dioscorea rotundanta cultivar boton

No obstante, la microtuberizacion es un proceso complejo en el que
intervienen factores como el genotipo, la concentracion de sacarosa, el estado
fisico del medio de cultivo (s6lido o liquido), el fotoperiodo, la concentracion
de macro elementos como el nitrégeno y los reguladores de crecimiento.
(Balogun et al., 2006; Ng, 1988; Ondo, Kevers y Dommes, 2007; Yan, Yang
y Li, 2011; Yu, Joyce, Cameron y McCown, 2000). Asimismo, se debe tener
en cuenta que al inducir la formacion de tubérculos in vitro en un medio
libre de reguladores de crecimiento, es posible conocer la capacidad innata
de un genotipo para producir microtubérculos, simplificando el proceso y
evitando el efecto que ejercen estos mensajeros quimicos sobre el periodo
de dormancia del tubérculo (Dobranszki, Magyar y Hudak, 2008).

Teniendo en cuenta lo anterior, la presente investigacion tuvo como
objetivo evaluar el efecto de la sacarosa y el tipo de matriz de cultivo sobre
el proceso de tuberizacion in vitro de la especie D. rotundata cultivar Botéon
en medios de cultivo libres de reguladores de crecimiento y su capacidad
de brotacién bajo condiciones de casa malla, con el fin de aprovechar las
potencialidades de esta técnica para contribuir a garantizar la disponibilidad
de material vegetal de siembra de excelente calidad fisiologica y fitosanitaria
a los pequenios y medianos productores de name del departamento de Sucre
a través de campos tan diversos como la conservacion de germoplasma, el
fitomejoramiento y la micropropagacion.

Metodologia

Las plantas necesarias para el desarrollo de esta investigacion fueron
obtenidas a través de subcultivos periodicos cada tres meses de la accesion
codificada como 010 (D. rotundata, cultivar Boton) perteneciente al Banco
de Germoplasma de Name de la Universidad de Sucre.

Fase 1: Evaluacion del efecto de la sacarosa y el tipo de
matriz del medio de cultivo sobre el proceso de tuberizacion
in vitro en D. rotundata cultivar Boton

Se establecié una planta de 60 dias de edad por frasco (182 cm?) con
un volumen de 25 mL de medio de cultivo, el cual estuvo constituido por
sales Murashige y Skoog 4,33 g L', tiamina 1 mg L' y mioinositol 0,1 g L!
con diferentes concentraciones de sacarosa (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
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80 y 90 g L") en matrices de cultivo solidas (5,5 g ' de agar) o liquidas
(sin agar).

Los medios de cultivo se ajustaron a un pH de 5,8 + 0,1 y fueron
esterilizados por 20 minutos a 15 psiy 121°C, tras lo cual fueron observados
durante 7 dias, antes de su uso, para descartar cualquier contaminacion,
tras lo cual el establecimiento de las plantas se realiz6 bajo condiciones
asépticas en cabina de flujo laminar y se incubaron a una temperatura de
25 + 5 °C, humedad relativa de 65% y una intensidad luminica de 50 pmol
m-%s-!.

Evaluacion del proceso de microtuberizacion

Al cabo de 4y 8 meses de haber iniciado la incubacién de las plantas,
se tomarén 8 de ellas al azar y fueron retiradas de los frascos para evaluarse
las siguientes variables:

* Porcentaje de microtuberizacion: numero de plantas que indujeron
microtubérculos dividido por el numero de plantas evaluadas y multiplicado
por 100% (Balogun et al., 2006).

e Numero de microtubérculos: numero de microtubérculos
producidos por una planta (Ng, 1988).

* Masa fresca promedio de los microtubérculos: Sumatoria de la masa
fresca de los microtubérculos producido por una planta dividido por el
numero total de microtubérculos (Ondo, Kevers y Dommes, 2010).

Diseno y analisis estadistico.

El experimento se mont6 bajo un disenio completamente aleatorizado,
conformado por 40 tratamientos (sacarosa 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80
y 90 g L-'; matriz de cultivo sélidas y liquidas, y tiempo de incubacion 4 y
8 meses) y 8 réplicas por tratamiento. A las variables ntimero y masa fresca
promedio de los microtubérculos se les aplicé las pruebas de normalidad
(Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianzas (Bartlett), tras lo cual, se
concluyo que las variables no se distribuyen de forma normal. Por lo
tanto, se utilizaron las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y Mann-
Whitney. Por otra parte, la variable porcentaje de tuberizacion se le aplico
una regresion logistica y la prueba de Hosmer-Lemeshow. Todos los analisis
estadisticos se procesaron en el programa R para Windows, version 3.4.3
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con los paquetes agricolae, pROC, DescTools y ResourceSelection (Andri,
2018; Mendiburu, 2016; R Core Team, 2017; Subhash, Jonah y Peter, 2017
y Xavier et al., 2011).

Fase 2: Evaluacion del efecto de la sacarosa y el tipo de
matriz del medio cultivo sobre el porcentaje de brotacion de
los microtubérculos

Al cabo de 8 meses de incubacion bajo condiciones in vitro, los
microtubérculos obtenidos en la fase anterior fueron cosechados, lavados
con agua destilada y sembrados bajo condiciones de casa malla en bandejas
plésticas con un sustrato constituido por tierra negra, bovinaza y arena en
proporciones 1:1:1, con riego manual dos veces por semana. El experimento
se monto bajo un disefio completamente aleatorizado, conformado por los
microtubérculos obtenidos en cada uno de los 20 tratamientos evaluados
(sacarosa 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90 g L-! en matrices de cultivo
solidas y liquidas).

Evaluaciondelporcentajedebrotaciondelosmicrotubérculos.

Una vez transcurridos 5 meses de haber sembrado los microtubérculos se
evaluo la siguiente variable:

Porcentaje de brotacion: Numero de microtubérculos brotados
dividido por el numero de microtubérculos totales y multiplicado por
100% (Cabrera et al., 2010).

Disefo y analisis estadistico.

El experimento se mont6é bajo un disefio completamente al azar
con 20 tratamientos y 8 réplicas por tratamiento. La variable porcentaje
de brotacion se le aplico una regresion logistica y la prueba de Hosmer-
Lemeshow. Todos los analisis estadisticos se procesaron en el programa
R para Windows, version 3.4.3 con los paquetes pROC, DescTools y
ResourceSelection (Andri, 2018; R Core Team, 2017; Subhash et al., 2017
y Xavier et al., 2011).
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Resultados y Discusion

Fase 1: Evaluacion del efecto de la sacarosa y el tipo de
matriz del medio de cultivo sobre el proceso de tuberizacion
in vitro en D. rotundata cultivar Boton

Se evidenci6 que la formacion de microtubérculos en D.
rotundata cultivar Botéon fue nula al cabo de 4 meses de incubacion,
independientemente de la concentracion de sacarosa o matriz de medio de
cultivo utilizada. Sin embargo, al cabo de 8 meses fue posible observar la
formacion de microtubérculos, por lo cual el tiempo de incubacion de las
plantas bajo condiciones in vitro influyo significativamente sobre el proceso
de formacion de microtubérculos en esta especie.

En contraste, Ng (1988) encontr6 que el tiempo de formacion de los
microtubérculos en diferentes variedades de la especie D. rotundata fue
mucho menor (2 meses 0 menos) en matrices de cultivo solidas. Resultados
similares fueron reportados por Mbanaso, Chukwu y Opara (2007), quienes
encontraron que en esta especie el cultivar Obiaoturugo al ser establecido en
matrices de cultivo liquidas tiene la capacidad de producir microtubérculos
de hasta 100 mg al cabo de 4 meses. Por consiguiente, es posible que el
genotipo de los cultivares de D. rotundata influya significativamente sobre
el tiempo de formacion de los microtubérculos al igual que lo hace con las
frecuencias de tuberizacion (Ng, 1988).

Por otra parte, se observo que todos los microtubérculos se formaron
en la base de las yemas axilares ubicadas en la parte superior de las plantas,
este comportamiento fue descrito como anormal por Ondo et al. (2007)
y lo atribuyé al incremento de sacarosa en el medio de cultivo, la cual
también es responsable de la formacion de callo abundante alrededor de los
nudos de la planta.

En este sentido, los resultados arrojados por esta investigacion
mostraron que, al establecer plantas de D. rotundata en matrices de cultivo
liquidas en presencia de sacarosa, algunas de las yemas axilares en contacto
con el medio de cultivo se hincharon (15 dias o menos) y al cabo de 4
meses se caracterizaron por estar unidas a callo y poseer muchas raices, tal
y como lo indico Ng (1988).
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Figura 2. Efecto de la sacarosa y el tipo de matriz de cultivo sobre la formacion
de microtubérculos en D. rotundata cultivar Boton.

Adicionalmente, en esta investigacion se encontré que en D. rotundata
cultivar Boton la formacion de microtubérculos puede ocurrir en medios de
cultivo liquidos y sélidos suplementados con sacarosa en concentraciones
que varian de 10 a 90 g L* sin necesidad de adicionar reguladores de
crecimiento al mismo (figural), lo cual concuerda con los resultados
obtenidos por Mbanaso et al. (2007) y Ondo et al., (2007). Ademas, la
regresion logistica realizada demostré que la probabilidad de tuberizacion
de las plantas de D. rotundata cultivar Boton estan asociadas al tipo de
matriz de cultivo utilizada. En este sentido, al emplear matrices de cultivo
liquidas la probabilidad de tuberizacion de las plantas es significativamente
superior a los resultados observados en matrices de cultivo sélidas.

Asimismo, fue posible determinar que la concentracion de sacarosa
esta asociada a la probabilidad de formar microtubérculos en matrices de
cultivo liquidas en D. rotundata cultivar Boton, es decir, que a medida que
aumenta la concentracion de sacarosa bajo estas condiciones la probabilidad
de formar microtubérculos en esta especie se incrementa. En consecuencia,
el porcentaje de tuberizacion en D. rotundata cultivar Boton fue superior
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en matrices de cultivo liquida, especialmente al suplementar el medio de
cultivo con 50, 60, 80 0 90 g de sacarosa, con lo cual fue posible inducir
el maximo porcentaje de tuberizacién in vitro (figura 1).

Numero y masa fresca promedio de los microtubérculos
producidos por planta

Al cabo de 8 meses de incubacién bajo condiciones in vitro de D.
rotundata cultivar Boton se encontré que la concentracion de sacarosa
influyo significativamente sobre el numero y masa fresca promedio de
microtubérculos por planta, independientemente del tipo de matriz de
cultivo utilizada (Tabla 1). Confirmando asi, lo expresado por Yu et al.
(2000), quienes consideran a la sacarosa como el factor mas importante en
el proceso de microtuberizacion.

No obstante, pese a la importancia de este factor, su mecanismo
de accion para inducir la formacion de microtubérculos no se conoce
en detalle (Ondo et al., 2007), sin embargo, Jo, Tewari, Hahn y Paek
(2009) sugieren que la sacarosa puede constituir un regulador osmoético
esencial durante el proceso, asi como una fuente de energia, la cual en
concentraciones adecuadas podria actuar como una sefial para la formacion
de los microtubérculos.

Por otro lado, se observo que el nimero y masa fresca promedio de
los microtubérculos de esta especie en matrices de cultivo liquida presentd
valores estadisticamente iguales o superiores a los presentados en matrices
solidas para cada una de las concentraciones de sacarosa utilizadas (Tabla
1). En este sentido, es posible que estos resultados se deban a que las
matrices de cultivo liquidas poseen caracteristicas que favorecen el proceso
de microtuberizacion tales como: 1) incrementar la disponibilidad de agua y
nutrientes disueltos en el medio de cultivo (Singha 1982, citado por Avila,
Pereyre y Arguello, 1996; Debergh, 1983), II) reducir los gradientes de
nutrientes y hormonas endogenas (Gawel y Robacker 1990), I1I) eliminar
la polaridad y IV) disminuir el efecto de las toxinas sobre el tejido vegetal
(Ascough y Fennell, 2004).

En consecuencia, el mayor numero de microtubérculos producidos
por planta en matrices de cultivo liquidas se obtuvo al utilizar 80 g L' de
sacarosa, este valor no presento diferencias estadisticamente significativas
con los obtenidos el emplear 70, 60, 50 0 20 g L' de la misma, pero si
con el resto de niveles aztcar, asimismo se encontré que el numero de
microtubérculos producidos bajo estas condiciones por las plantas fue
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significativamente superior a los obtenidos en matrices de cultivo sélidas

(Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de la sacarosa en matrices de cultivo sélidas y liquidas
sobre el nimero y masa fresca de los microtubérculos en D. rotundata
cultivar Boton.

Numero de microtubérculos Masa fresca promedio de los
promedio por planta microtubérculos por planta en mg
S(?;;rsf;l 1;/[(3:11: Matriz Liquida Matriz Solida Matriz Liquida
0 0,00 DE a OEa 0,00Ca 0,00 E a
10 0,4BCb 1,17CD a 17,85Bb 64,13CD a
20 0,33 BCDE b 2,33 ABCa 7,77 BCb 66,60 CD a
30 0,83Aa 0,80 DE a 29,68 Aa 18,16 DE a
40 0,42BCD b 1,50CD a 27,86 Bb 155,60 BC a
50 0,21 CDEDb 23ABCa 18,82 BCh 25831 Aa
60 0,00 Eb 333 ABa 0,00 Ch 117,43BCa
70 0,25 BCDE b 3,67 AB a 6,81 BCb 130,07 BC a
80 0,9 ABCb 3,67Aa 16,38 ABb 104,27 BC a
90 1,4ABa 2,17BCD a 491Bb 245,50 AB a

Letras mayusculas representan diferencias significativas entre los niveles de sacarosa

para cada matriz segun prueba de Kruskal-Wallis para p < 0,05, y letras minusculas

representan diferencias significativas entre matrices para cada nivel de aziicar segun

prueba de Mann-Whitney para p < 0,05.

Por otro lado, la mayor masa fresca promedio (258,31 mg) de
microtubérculos producidos por planta en matrices de cultivo liquidas se
obtuvo al utilizar 50 g L' de sacarosa, este valor no presenté diferencias
estadisticamente significativas con el obtenido el emplear 90 g L' de
sacarosa (figura 2), pero si con el resto de niveles azucarl|, de igual forma
también se encontré que la masa fresca de los microtubérculos producidos
bajo estas condiciones por las plantas fue significativamente superior a los
obtenidos en matrices de cultivo solidas (Tabla 1).
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Figura 3. Microtubérculos producidos por plantas de D. rotundata cultivar
Boton en matrices de cultivo liquidas suplementadascon 90 g L de sacarosa.

Fase 2: Evaluacion del efecto de la sacarosa y el tipo de
matriz del medio cultivo sobre el porcentaje de brotacion de
los microtubérculos

Porcentaje de brotacién de los microtubérculos bajo condiciones de
casa malla.

En este experimento se observé que el porcentaje de brotacion de
los microtubérculos de D. rotundata cultivar Boton obtenidos en matrices
de cultivo solidas fue cero, independientemente de la concentracion de
sacarosa utilizada (figura 3). Sin embargo, los microtubérculos obtenidos
en matrices de cultivo liquidas suplementadas con 40, 50, 60, 70, 80 o 90
g L' de sacarosa brotaron y dieron lugar a plantas bajo condiciones de casa
malla (figura 3).
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Figura 3. Efecto de la sacarosa y el tipo de matriz de cultivo sobre el porcentaje
de brotacion de los microtubérculos en D. rotundata cultivar Boton.

Adicionalmente, la regresion logistica realizada mostré que la
probabilidad de brotacion de un microtubérculo tiende a ser mayor si la
planta que lo produjo se incub6 en matrices de cultivo liquidas con respecto
a los resultados obtenidos en matrices solidas. Asimismo, se encontré que
la concentracion de sacarosa empleada en el medio de cultivo influyo
significativamente sobre la probabilidad que tiene un microtubérculos de
brotar, en consecuencia, a mayor concentracion de sacarosa, mayor es la

probabilidad de brotacion.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Coleman, Donnelly
y Coleman (2001), quienes afirman que el porcentaje de brotacion de los
microtubérculos se ve influenciado por las condiciones bajo las cuales fueron
producidos, especialmente por la concentracion de sacarosa empleada en
el medio de cultivo, ya que es posible que los microtubérculos producidos
en medios de cultivo con altas concentraciones de sacarosa podrian
acumular mayor cantidad de reservas como el almidén, el cual podria ser
movilizado durante el proceso de brotacion de los microtubérculos para
sustentar el posterior crecimiento y desarrollo de sus brotes, explicando asi
de forma parcial el mayor porcentaje de brotacion observado en tubérculos
producidos in vitro en matrices de cultivo liquidas con concentraciones de
sacarosa entre 40 y 90 g L' (Ondo et al., 2009; Naik y Karihaloo, 2007).
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Asimismo, se debe tener en cuenta que la cantidad de reservas de un
microtubérculo (almidén) estda muy relacionada con su masa fresca y por
tanto con la capacidad de brotacion del mismo, frente a lo cual Cabrera
et al. (2010) han reportado que la masa fresca de un microtubérculo
influye significativamente sobre su porcentaje brotacion, de forma tal que
microtubérculos con una masa igual o superior a 3 g tienen un porcentaje de
brotacion significativamente superior a los obtenidos por microtubérculos
con una masa fresca entre 0,5y 0,9 g.

Por consiguiente, es posible que la falta de brotacion de los
microtubérculos producidos en matrices de cultivo sélida (figura 3) se deba
a la baja masa fresca de los microtubérculos (menor a 0,1 g), los cuales
no disponen de la cantidad suficiente de sustancias de reserva para dar
lugar al proceso de brotaciéon. En contraste, al aprovechar las ventajas de
incubar las plantas en matrices de cultivo liquidas, tal como lo es mejorar
la disponibilidad de agua y nutrientes (Singha 1982, citado por Avila et al.,
1996; Debergh, 1983), fue posible obtener microtubérculos con una mayor
cantidad de reservas que les permitieron sustentar el proceso de brotacion
una vez sembrados bajo condiciones de casa malla, especialmente cuando
la incubacion de la plantas bajo condiciones in vitro se realizé en medios
de cultivo suplementados con 90 g L de sacarosa (figura 4).

Figura 4. Planta de D. rotundata cultivar Boton obtenida bajo condiciones
de casa malla a partir de microtubérculos producidos en matrices de cultivo
liquidas suplementadas con 90 g L' de sacarosa.
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Conclusiones

La especie D. rotundata cultivar Botén tiene la capacidad de
formar tubérculos bajo condiciones in vitro en medios de cultivo libres
de reguladores de crecimiento. Durante este proceso, la concentracion
de sacarosa y el tipo de matriz de cultivo influyen sobre el porcentaje
de formacion, ntmero, masa fresca y porcentaje de brotacion de los
microtubérculos, por lo cual se recomienda incubar plantas de 60 dias
de edad en matrices de cultivo liquidas suplementadas con 90 g L' de
sacarosa durante 8 meses para favorecer la formacion de microtubérculos
con la capacidad de brotar y formar plantas bajo condiciones de casa malla.
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Introduccion

El name se ha convertido en uno de los principales alimentos para
un grupo innumerable de personas que habitan en regiones tropicales y
subtropicales, Africa, América Central, Sur América, partes de Asia, Caribe
e Islas del Pacifico, debido a su alto contenido de carbohidratos (Tous,
2010). Lo que ha generado una alta demanda en su comercializacion y por
ende en la economia a nivel mundial (Amusa, et al; 2004).

Como todo cultivo, el iame se puede ver afectado por enfermedades
que generen la disminucion del rendimiento y la calidad del producto
final (Reina, 2012). La produccion de name en Colombia se ha visto
afectada principalmente por enfermedades fungicas como, la antracnosis,
ocasionada Colletotrichum gloeosporioides, la cual ha ocasionado en el pais
una de las afectaciones de mayor grado causando una reduccion en el area
sembrada de 25.000 hectareas en el 1989 a 1.000 hectareas 1990 (Reina,
2012) donde la region Caribe fue la que sufrio el mayor impacto por ser el
area de mayor produccion de name (Ceron, et al; 2006). Como una posible
solucion a las necesidades de establecer el cultivo de fame la Corporacion
Colombiana de Investigacion Agropecuaria (Corpoica) comenzo en el aio
de 1986 a establecer la busqueda de genotipos mas resistentes de name
criollo por ser el mas susceptible a la enfermedad antracnosis (Reina, 2012).
Diferentes entidades Corpoica, ICA, universidades de Sucre y Cordoba, se
han dedicado al mejoramiento del cultivo estableciendo cultivos in vitro de
name con el fin de mejorar su resistencia.

La fase de aclimatacion en vivero de las plantulas de name, constituyen
uno de los pasos mas importantes que garantizan la supervivencia del
cultivo en campo (Garrido, et al; 2010). Una vez estas plantulas pasan
a campo los parametros fisicoquimicos, quimicos, fisicos y bioldgicos
del suelo no estaran controlados puesto que son propios de cada tipo de
sustrato, por lo que las plantulas de iame presentan los mayores indices de
mortalidad (Diaz, et al; 2010). A partir de esto, surge la necesidad de evaluar
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las condiciones del suelo donde seran traslados los cultivos de plantulas
generadas in vitro o los establecidos mediante siembra convencional,
con la finalidad de establecer parametros que nos ayuden a garantizar la
supervivencia de la mayor parte de las plantas cultivadas.

Uno de los principales problemas presentes en los diferentes cultivos,
se encuentran relacionados con la salinidad de los suelos cultivables. Este
fenomeno afecta a la humanidad desde el inicio de la Agricultura, y existen
registros historicos de migraciones provocadas por la salinizacion del suelo
(africano, et al; 2015). Aproximadamente, el 10% de los suelos a nivel
mundial se encuentran afectados por parametros de salinidad y se calcula
que entre el 25y 50 % de las zonas de regadio estan salinizadas (Rhoades,
et al; 1992). En Colombia, alrededor de 600.000 hectéreas se encuentran
afectadas por sales, que corresponden al 0,52 % de la superficie total del
pais (Casierra-Posada, et al., 2000).

La salinidad de los suelos se puede generar de forma natural, es decir,
a partir de la acumulacién de sales por largos periodos de tiempo en zonas
aridas y semiaridas procedente de la erosién de las rocas parentales que
liberan sales solubles de varios tipos, principalmente cloruros de sodio,
calcio y magnesio, y en menor grado, sulfatos y carbonatos (Petrone S.,
2013), siendo el cloruro de sodio (NaCl) la sal que se libera de manera
mas abundante y es la mas soluble (Flowers, 2004), otra de las causas mas
comunes es la deposicion de sales organicas acarreada por el viento y la
lluvia. La lluvia que contiene 10 mg/kg de NaCl y deposita 10 kg/ha de sal
por cada 100 mm de lluvia al ano (Munns, et al; 2008).

Dentro de los principales departamentos de Colombia dedicados
al cultivo de name para el sustento y comercializacion se encuentran
Cordoba, Sucre, Bolivar, Atlantico y Magdalena (Ballesteros et al; 2000). El
departamento de Sucre, cuenta con varios municipios dedicados al cultivo
de name como son Corozal, Sincelejo, Toluviejo, Sampties y los Palmitos
(Lavalett Onate, 2009).

Los municipios del departamento de Sucre, se encuentran divididos
en cinco subregiones fisiograficas: Golfo de Morrosquillo, Montes de Maria,
Sabanas, San Jorge y La Mojana, el municipio de Toluviejo mencionado
anteriormente como uno de los dedicados al cultivo del fAame; hace
parte de la subregion golfo de Morrosquillo, la cual; se ubica al norte del
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departamento, bordeada por las playas del golfo de Morrosquillo, gracias
a su ubicacion estas zonas costeras presenta limitaciones por fertilidad,
acidez, salinidad o en algunos casos encharcamiento (Aguilera, 2005).
Por lo tanto, es de suponerse el poco establecimiento de las actividades
agricolas gracias a la salinidad de los suelos, puesto que, los Solonchaks y
Solonetz, se encuentran en zonas climaticas aridas y semiaridas y regiones
costeras en todos los climas (IUSS, 2007).

Con el desarrollo de esta investigacion, se busca establecer limites
tolerables de salinidad en el suelo para implantar el cultivo de fame
mediante la utilizacion de semillas asexual y plantulas generadas in vitro,
con el fin de garantizar la supervivencia en campo del cultivo y de esta
forma descartar problemas de germinacion de las semillas por parametros
de salinidad. De igual forma, busca reducir las pérdidas econémicas de los
agricultores, fomentar como actividad econémica la agricultura y promover
en los agricultores los estudios de analisis del suelo, por el hecho de que
mediante el conocimiento las caracteristicas de este se pueden evitar futuros
problemas que afecten negativamente la supervivencia y productividad de
los cultivos establecidos en la region Sucrena.

En Colombia, el cultivo de name representa una de las principales
fuentes de alimentacion de la costa atlantica y de ingresos en diferentes zonas
del pais para los pequenos y grandes agricultores en las principales zonas
de produccion dentro de las que podemos mencionar: zonas costeras del
departamento de Cérdoba, municipios del Cesar y la Guajira, la subregion
de los Montes de Maria en los departamentos de Bolivar y Sucre donde
también es comercializado (Ballesteros, et al; 2000). Datos proporcionados
por la FAO, indican que Colombia con 361.034 toneladas se encuentra
entre los paises americanos que en el ano 2012 hicieron parte de la lista
de los veinte paises con mayor produccion a nivel mundial del cultivo de
name; donde reportan un drea cosechada de 30.929 ha y un rendimiento
de 11,7 t/ha (Pinzon, 2014).

Los departamentos de Cordoba, Bolivar y Sucre, que hacen parte
de la region caribe colombiana, son los que aportan mas del 90% de la
produccion de name para este pais; los principales municipios dedicados
a la siembra del cultivo de iame son: Chalan, Coloso, Toluviejo, Ovejas,
Carmen de Bolivar, Sampués, Morroa, San Antero, Covenas, Lorica,
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Monitos, San Pelayo, Cereté, Sincelejo, San Jacinto, San Juan Nepomuceno,
San Antonio y Palmito (Pinzon, 2014).

En el departamento de Sucre las especies mas cultivadas son el hame
“Espino” (Dioscorea rotundata) y el name “Criollo” (Dioscorea alata) con
alrededor de un 75% de la cantidad total cultivada (Reina, 2012). Las
condiciones climaticas en este departamento favorecen el desarrollo de la
enfermedad antracnosis lo que genera la baja productividad del cultivo y
afecta la calidad del tubérculo de name (Negrete, et al; 1997). Por su parte,
en la costa Atlantica la produccién convencional de name se realiza de
manera muy rudimentaria lo que incrementa costos, reduce la produccion
y contribuye a la presencia de problemas fitosanitarios (Garrido, et al,
2010). Con el fin de brindarle solucién a los problemas fitosanitarios se
ha empleado el uso de técnicas biotecnologicas como cultivos de tejidos
vegetales a través de la propagacion in vitro que permite la produccion
masiva de plantas libres de patogenos, a bajo costo, en espacio reducido,
en menor tiempo, bajo condiciones controladas (Calva, et al; 2005). Uno
de los inconvenientes que se presentan con respecto a las plantas generadas
in vitro es el proceso de aclimatacién debido a que las condiciones
de invernadero son diferentes a las condiciones de crecimiento in vitro
(Primitiva et al., 2010). Uno de los problemas que se pueden presentar al
momento de trasladar este tipo de plantas a campo es enfrentarse a suelos
altamente salinos lo que muy posiblemente puede generar estrés en la
planta y conducir a la muerte de la misma ya que estas se manejan en
condiciones controladas.

El departamento de Sucre, cuenta con varios municipios dedicados
al cultivo de name, siendo uno de esto Toluviejo (Lavalett, 2009) que hace
parte de la subregion Golfo de Morrosquillo y por ser una zona costera,
supone suelos con alto grado de salinidad.

Dentro de los principales factores abidticos que afectan la
productividad de los cultivos alrededor del mundo, es la salinidad de los
suelos (Petrone, 2013). Un suelo es salino cuando presenta enriquecimiento
con cloruros y sulfatos de sodio y magnesio (Garsaball, et al; 2007). Un suelo
salino, presenta una alta concentracion de sales solubles y se caracterizan
cuando la conductividad eléctrica (ECe) es 4 dS/m o mas, que es igual
a tener aproximadamente 40 mMNacCl, generando una presion osmotica
de aproximadamente 0.2 MPa (Tester, et al; 2003). Una de las causas que
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ocasionan la salinidad de los suelos, esta ligada a la deposicion de sales
oceanicas conducidas en el viento y la lluvia (petrone, 2013). El contenido
de NaCl en el agua lluvia es de 6-50 mg/kg esta concentracion presenta una
disminucion con la distancia de la costa (Petrone, 2013). El agua lluvia que
contiene 10 mg/kg de NaCl deposita 10 kg/ha de sal por cada 100 mm de
lluvia al afito (Munns, et al; 2008).

La alta concentracion de sales en el suelo, propone ser un riesgo
innegable para la agricultura, un estudio realizado por Garsaball y
colaboradores en el 2007, encontré que el incremento en los niveles de
salinidad disminuye la germinacion de las semillas de maiz, ciertamente
las plantas que son capaces de crecer bajo condiciones de alta salinidad,
son las haldfitas las cuales crecen en concentraciones de NaCl mayores a
400 mM (Flowers, 2004), sin embargo, Posada y Colaboradores en el 2000
indicaron que las plantas de Lulo (Solanum quitoense L.), presentan una
tolerancia moderada a la salinidad NaCL, al igual que Petrone, 2013 en su
estudio Variacion funcional relacionada con la tolerancia al estrés salino
de Gossypium hirsutum en México; indica que los cultivares de algodon
se clasifican como cultivos medianamente tolerantes al estrés salino, y su
crecimiento disminuye a los 7.7 dS/m.

Uno de los factores abidticos de estrés para el desarrollo de plantas
es la salinidad, representando graves problemas para la agricultura. Altas
concentraciones de sal en los suelos, disminuyen las cosechas en una gran
variedad de plantas, por tanto, un cardcter de importancia en la mejora de
plantas es la seleccion a tolerancia a salinidad. Mediante técnicas de seleccion
in vitro se puede conseguir mejorar considerablemente la tolerancia a la
salinidad de plantas con importancia agricolas. (Gutiérrez et al, 2003).

Bajo condiciones de campo, las altas concentraciones de sales y la
sequia constituyen las mayores causas de estrés osmotico para las plantas.
Las membranas citoplasmaticas en las células vegetales presentan un
potencial eléctrico de -140 mV, el cual favorece el transporte pasivo de Na+
hacia el interior de la célula, especialmente cuando las concentraciones
extracelulares de Na+son elevadas, entrando este, a través de transportadores
proteicos de alta afinidad por el K+. (Fuentes et al, 2006).

Los excesos de iones de Na+ y Cl- en las células vegetales pueden
provocar cambios conformacionales de las proteinas estructurales, en el
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potencial eléctrico de lamembrana citoplasmatica, canales y transportadores
ionicos, pudiendo inducir la acumulacion y biosintesis de acido absicico
(ABA) en hojas y raices de las plantas (Jia et al, 2002) e induciendo la
acumulacion de especies reactivas del oxigeno, indicando que el
mejoramiento a la tolerancia de estrés salino, puede ser una consecuencia
del mejoramiento a la resistencia al estrés oxidativo (Hernandez et al, 2001).

La acumulacion de iones en vacuolas es uno de las estrategias usadas
por las plantas para la tolerancia al estrés salino, disminuyendo el volumen
citoplasmatico. La célula genera un Incremento en la osmolaridad para
mantener la turgencia, requiriendo menos cantidades de solutos para
mantener las concentraciones de potasio a un nivel alto. (Mimura, et al,
2003).

En condiciones de alta salinidad, la concentracion idnica
citoplasmatica de las células de plantas se altera como resultado tanto de
la absorcion de Na+ y Cl-. Concentraciones de NaCl superiores a 0.3-0.5
M inhiben la mayoria de los enzimas, por un desbalance entre las fuerzas
hidrofobicas y electrostaticas que mantienen la estructura de las proteinas
solubles y de membranas (Serrano, 1996; Hasegawa, et al, 2000; Serrano
y Rodriguez, 2001; Zhu, 2001). Algunas de estas enzimas pueden ser
sensibles a concentraciones bajas de Na+ y Cl-, de forma que la inhibicion
de su actividad puede ser determinante de la sensibilidad al estrés salino.

En plantas de Citrus sinensis (Baiuls y Primo, 1992) y soja (Abel,
1969), el NaCl y KCI son igualmente toxicos, mientras que el NaNO3
es menos toxico, lo que indica que el componente toxico de las sales es
fundamentalmente el Cl-. Por el contrario, en tomate (Rush y Epstein,
1981) y trigo (Gorham et al, 1990), el NaCl es mas toxico que el KCl,
indicando que, en este caso, el componente téxico de la sal es el Na+.

En suspensiones celulares de tabaco, se probaron concentraciones
osmoticamente equivalentes de sorbitol, manitol, NaCl y KCl, las cuales
provocaron una inhibicion del crecimiento celular, mostrando mayor
efecto en las células, el NaCl y KCI (LaRosa et al, 1985) lo que indica que,
en parte, los efectos causados por estas sales son debidos al componente
16nico.

La toxicidad del estrés salino sobre las membranas celulares, podria ser
ocasionado por el desplazamiento de los iones Ca2+ por el Na+, asociados
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a la membrana plasmatica y sistemas endomembranarios (Lynch y Lauchli,
1988), ocasionando una alteracion del homeostasis del Ca2+ intracelular
(Lauchli, 1990, Rengel, 1992). Resultados posteriores han indicado que el
estrés salino es percibido por la planta a través de un aumento transitorio
de la concentracion de Ca2+ citosolico (Sanders, et al, 1999; Knight, 2000),
para facilitar su adaptacion al estrés (Knight y Knight, 2001).

El trasplante de vitroplantas a suelos con concentraciones de 40 y
45 mM de NacCl tuvo efecto negativo en la sobrevivencia en las plantulas.
Después de cuatro semanas de trasplantadas, todas las plantas presentaron
amarillamiento de hojas y tallos y finalmente cambio de color a café, tanto
en tallos como las hojas, presentando un olor desagradable en las raices,
olor caracteristico de material en descomposicion.

Materiales y métodos.

El genotipo, el tipo de explante y el picloram influyen en la induccion
de masas proembriogénicas, callos y nimero de embriones en la especie D.
rotundata. Por esto, para el establecimiento de la embriogénesis somatica
en D. rotundata se debe considerar el uso de hojas con peciolo del cultivar
aleman bajo el efecto de una concentracion de 2 mg L-1 de picloram. En
este sentido, se demostroé que es posible inducir masas proembriogénicas
en el cultivar aleman con un porcentaje superior al 90%, los cual constituye
una base experimental para futuras investigaciones sobre la optimizacion
de la embriogénesis somatica en esta especie.

Ubicacion geografica. El estudio se realizo en el invernadero de la
Corporacién Universitaria del Caribe- CECAR, por un periodo de 3 meses.
Localizado a 9°18°38.8 de latitud norte y 75°22°01.9 de longitud oeste, con
una elevacion de 190 m.s.n.m., el area presenta clima calido muy seco, con
temperaturas promedio de 31 a 35 °C, precipitaciones anules de 1099 mm
y humedades relativas de 76 a 84%

Material Vegetal. Para el establecimiento del ensayo se utilizaron
segmentos de tubérculos de name espino cultivar boton. Comprados a
agricultores de la region.

Sustrato para siembra. El sustrato se depositdo en bolsas para
vivero de 10 kg, conteniendo una mezcla de suelo y abono organico en
proporcion 70/30. Se establecieron tres tratamientos, 0, 40 y 45 mM
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de NaCl, denominados TO, T1 y T2 respectivamente. Para obtener la
concentracion de sal planteada en cada tratamiento, la sal sodio, se adiciono
y mezclo con la cantidad total de suelo para cada tratamiento y posterior
mente se distribuyo en cada bolsa, para garantizar la salinidad, se midio la
conductividad eléctrica en cada tratamiento, mediante el uso del equipo
multiparametro pro DSS.

Propagacion del cultivo. La propagacion a partir de tubérculos se
realiz6 sembrando en cada bolsa de 10 kg 20 segmentos de tubérculos. Cada
tubérculo se cortd en segmentos de 50 gramos aproximadamente, los cuales
fueron desinfestados con un fungicida de ingrediente activo Azoxystrobin,
perteneciente al grupo de los a-metoxiacrilatos (Nombre comercial Amistar
50 GW), asperjando las semillas picadas y posteriormente dejandolos secar
a temperatura ambiente. Los segmentos o trozos de name fueron colocados
uno por bolsa.

Semanalmente se realizaron medicionesen cadatratamiento, comoson:
altura de la planta a partir de que el brote alcanzara 2 cm aproximadamente,
numero de hoja desde la aparicion del primer par. Finalmente se realizé
el calculo del porcentaje de brotaciéon para los segmentos de tubérculos,
(Africano, et al; 2015). Y se evaluo la conductividad eléctrica en 4 muestras
tomadas a lo largo de la fase experimental.

Porcentaje de sobrevivencia de los brotes. Se determiné mediante
la siguiente férmula:

% sobrevivencia = Pv / (Pv+Pm) *100 donde Pv- las plantas vivas y
Pm- plantas muertas (Falcon, et al; 2015).

Fluorescencia de la clorofila. Con el fin de caracterizar el efecto y
modo de accion del estrés por salinidad en el cultivo de name a la semana
final de la fase experimental, se realizaron mediciones de la eficiencia
fotosintética (Fv/Fm) con un Fluorimetro (Hansatech pocket PEA), tomando
3 hojas de cada planta en cada tratamiento, las cuales se colocaron en camara
oscura durante 20 minutos, para reducir la actividad del Foto Sistema II
(PSID) a valores cercanos a 0, luego, se procedi¢ a realizar las mediciones
adaptando el equipo al clic conservando la condicion de oscuridad de la
hoja (Africano, et al; 2015).

Conductividad eléctrica del suelo. Se estableci6 siguiendo la
metodologia propuesta en el Manual de técnicas de analisis de suelo
aplicada a la remediacion de sitios contaminados (Linares, et al; 2006). Se
preparo una pasta saturada con 40 gr de suelo de los tratamientos y 40 ml
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de agua destilada, se dejo reposo durante 5 horas, transcurrido este tiempo
se filtro y se midio la conductividad eléctrica con el equipo multiparametro
pro DSS.

Disefio experimental. Los ensayos se realizaron bajo un diseno
Completamente aleatorizado (DCA), con 3 tratamientos y 20 repeticiones,
donde el tratamiento TO fue el testigo, sin aplicacion de NaCl, T1
correspondioé a la aplicacion de NaCl a una concentracion de 40 mM de
NaCl (4,0 ds/m) y el T2 con aplicacion de NaCl a una concentracion de
45 mM de NaCl (4.5 ds/m). La unidad experimental estuvo constituida
por una planta. A los datos obtenidos se les realizo analisis de varianza
(ANAVA) con una confianza del 95, mediante la aplicacion del programa
Infostat 2010 version estudiantil.

Efecto de la salinidad en la propagacion convencional por
segmentos de tubérculos.

Se sembraron 60 segmentos de tubérculos de fiame opino, de los
cuales, a los 39 dias de la siembra de tubérculos, en suelos no salinos, se
obtuvieron 19 brotados, y en los suelos con concentraciones de 40 y 45
mM de NaCl, se registraron 9 brotes a los 48 dias y 4 brotes a los 53 dias
respectivamente.
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Figura 4. Numero de tubérculos brotados en cada tratamiento, después
de 39, 48 y 53 de la siembra en cada tratamiento.
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Altura del tallo. El mayor promedio de altura, se registro en el
tratamiento control TO, seguido del tratamiento T1 y finalmente el menor
promedio en el tratamiento T2, con promedios de 85.7525, 29.5575,
5.2375 cm respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Altura del tallo de las plantas de (Dioscorea rotundata) registrado
alos 7, 14, 21, 28, 35, 42, y 49, dias de brotados en cada tratamiento.

Numero de hojas. En los tratamientos control, T1 con 40 mMNacCL,
y T2 45 mMNaCL, se observd que el numero de hojas fue variable,
mostrando el tratamiento control en promedio a las siente semanas de
9.04 hojas, mayor que en el tratamiento T1 y T2. Los cuales obtuvieron
en promedio 3.05 y 0.38 hojas (Figura 6). Los datos obtenidos en los tres
tratamientos son estadisticamente diferentes, el AVOVA arrojé un p-Valor
< 0.05.
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Figura 6. Promedio del numero de hojas registrado en los tratamientos (control,
T1 con 40 mMNaCL, y T2 45 mMNaCL) en los dias 7, 14, 21, 28, 35, 42, y 49.
Luego de la brotacion de los tubérculos de Dioscorea rotundata.

Porcentaje de sobrevivencia de los tubérculos de fiame espino
(dioscorea rotundata).

Se analizé como variable respuesta el porcentaje de sobrevivencia
de los tubérculos de niame Dioscorea rotundata de cada tratamiento a los
49 dias. Con respecto al tratamiento testigo en el que la brotaciéon de los
tubérculos se acerca a un 100%, los tratamientos con 40 mMNacCl y 45
mMNacl en el suelo presentaron una disminucién en la brotaciéon de los
tubérculos, con porcentajes del 40% y 20% respectivamente (Figura 7)
datos que presentan diferencia significativa con P valor< 0.05.
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Figura 7. Porcentaje de Brote a los 49 dias después de la siembra name
(Dioscorea rotundata) bajo condiciones de suelo salino.

Fluorescencia de la clorofila. Con la finalidad de evaluar las
condiciones de estrés de las plantas de name (Dioscorea rotundata), a los 49
dias se midio la fluorescencia (Figura 8) de la clorofila en tres plantas de
cada tratamiento TO, T1 y T2.
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Figura 8. Eficiencia fotosintética (Fv/Fm), en plantas de name (Dioscorea
rotundata) sembradas bajo condiciones de salinidad.
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Conductividad eléctrica de suelo salino. A lo largo de la fase
experimental, se tomaron 4 muestras de suelo con el fin de monitorear el
comportamiento del parametro de conductividad (Tabla 2).

Tabla 2. Conductividad eléctrica del suelo en cada tratamiento.

MUESTRA TRATAMIENTO CONDUCTIVIDAD ds/m
1 TO 2,0
2 TO 15
3 TO 13
4 TO 2,1
1 T1 4,0
2 T1 43
3 Tl 4.4
4 T1 4,0
1 T2 45
2 T2 4.6
3 T2 48
4 T2 45

Fuente: cdlculos del estudio

La tendencia de la conductividad eléctrica de los tratamientos TO, T1
y T2. En el tratamiento TO el promedio de las muestras fue de 1,72 ds/m,
valor se encuentra por debajo de 4 ds/m por lo que se puede inferir que
el tratamiento control, no tenia suelos salinos (Figura 9). El tratamiento
T1 mantuvo los valores de conductividad por encima de 4 indicando
salinidad en el suelo que equivalen a mas o menos 40 mMNaCL los cuales,
corresponden al valor agregado al suelo al principio de la investigacion. El
tratamiento T2 con 4.6 registro un valor superior que el tratamiento T1 que
corresponde aproximadamente a 46 mMNaCL presentes en el suelo.
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CONDUCTIVIDAD ds/m
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Figura 9. Conductividad eléctrica en ds/m presente en 4 muestras del suelo
empleado para la siembra de los tubérculos, con el fin de evaluar la tolerancia de
las plantas de name en suelos salinos, tomadas a lo largo del experimento.

Brotacion de tubérculos de iame (dioscorea rotundata) bajo
estrés salino

Segun los resultados obtenidos y tomando como referencia el
tratamiento control, la salinidad presente en el suelo del tratamiento T1 y
T2 tuvo influencia en la brotacion de tubérculos de Dioscorea rotundata.
En términos generales, cuando las plantas se encuentran bajo condiciones
de estrés salino se presenta una ruptura de la homeostasis ionica de la
planta gracias a la toxicidad causada por el sodio (Na*) en el citoplasma y a
su vez provoca una deficiencia de iones como el potasio; por otro lado las
soluciones salinas afectan los procesos enzimaticos de la glicdlisis, ciclo de
Krebsy la fotofosforilacién dando como resultado una menor disponibilidad
de energia y adsorcion de nutrientes (Mata-Fernandez, et al; 2007).

Los datos obtenidos con respecto a la altura del tallo indican que la
longitud de la planta fue afectada por la conductividad en los suelos de 4
ds/m parael tratamiento T1 y 4.5 ds/m en el tratamiento T2. La disminucion
en el tamano de las plantas presentes en los tratamientos con 40 y 45
mMNacl, puede estar relacionado con la disminucién del potencial hidrico
del suelo durante las primeras etapas de crecimiento (Mata-Fernandez,
et al; 2007), que interviene afectando la toma de agua por la planta, el
efecto osmotico de los suelos salinos se refiere a altas concentraciones
de sales que incrementan las fuerzas potenciales reteniendo el agua en la
solucion del suelo dificultando la extraccion de esta por las raices de las
plantas (Mata-Fernandez, et al., 2007), generando un variabilidad en la
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toma de nutrientes gracias a la baja disponibilidad de agua y aumento en
la concentracion de elementos como Na+, Cl- , (Leidi, et al; 2002). Estos
datos concuerdan con lo descrito por Coca, et al; en el afto 2012, quienes
encontraron una reduccion en la altura del pseudotallo de Allium cepa L.,
crecida bajo condiciones de salinidad de 90 mM de NacCl, de igual forma
lo descrito por Manga et al; en 1988, que reportaron la disminucion del el
pseudotallo en plantas de cebolla con el aumento del nivel de salinidad en
el suelo.

Es de anotar que dependiendo de cudl sea el cation predominante
en el complejo de cambio Ca+2 o Na+ del suelo; la concentracion de sales
confiere propiedades nocivas para los cultivos (Mata-Fernandez, et al;
2007) sobre todo cuando alguno de estos se concentran en la zona radical
de los cultivos generando valores muy altos en la presion osmotica del suelo
con evidentes consecuencias en el desarrollo de la planta ocasionando la
disminucion del tamano de la planta y por ende, la baja productividad
(Sanchez-Bernal, et al; 2008).

El namero de hojas fue otra variable afectada por la salinidad de los
suelos segun los datos registrados. Comparados con el tratamiento control
con un promedio de 9,04 en la aparicion de hojas en todas las repeticiones,
el tratamiento T2 fue el mas afectado con promedio de 0,38, anotando que
el promedio para el tratamiento T1 fue de 3.05 menos que en el tratamiento
control, pero mayor que el del tratamiento T2. La disminucion en el
numero de hojas es variable con respecto al cultivo que se esté analizando
y la concentracion de salinidad a la que esté expuesto (Goykovic et al,
2007). En el caso del tomate, cuando se encuentra sometido a niveles de
salinidad presenta reduccion en el niumero de hojas y area foliar (Romero,
et al; 2001). Esta respuesta, puede estar relacionada directamente con el
desequilibrio osmético que presentan las plantas al absorber mas sodios y
cloruros que agua, generando problemas de toxicidad y nutricionales que a
su vez ocasionan problemas de crecimiento y desarrollo en el material vegetal
(Yokoi, et al; 2002). De acuerdo con un estudio realizado por Lesmes et al;
en el 2007, quien obtuvo mayor numero de hojas en plantas de lechuga
‘Batavia’ (Lactuca sativa L.) establecidas sin adicion de NaCL, indicando,
que la salinidad afecta los procesos de division y expansion celular del tejido
foliar, confirmado por Salisbury et al; 1992, quienes sefialan que en plantas
sometidas a ciertas condiciones pueden verse afectadas por limitantes que
conducen a disminuir la division celular, el cual, es un proceso necesario
para el crecimiento de érganos como las hojas. La reduccion de la toma de
potasio K+ por las plantas y por ende la reduccion de este elemento en los
tejidos de las mismas, gracias al incremento de la salinidad en el medio que
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favorece la toma de Na+ que posteriormente retarda el transporte de K+ a
los brotes de la planta (relacion Na+/K+) inactivan enzimas y disminuyen
la sintesis de proteinas en las plantas (Azcon-Bieto, 2000).

Sobrevivencia de tubérculos de name (dioscorea rotundata)
al estrés salino

Segun los datos obtenidos la salinidad tuvo un efecto negativo sobre
la brotaciéon de los tubérculos de Dioscérea rotundata. Estos resultados
muestran que el incremento de la salinidad del suelo redujo el porcentaje
de brotacion de los tubérculos (Garsaball, et al., 2007), segin Dodd et
al; en 1999, un incremento de la salinidad generalmente reducen de la
germinacion, proceso que puede estar relacionado con la absorcion y
acumulacion de iones en la semilla o plantula, lo que concuerda con lo
propuesto por Prisco, et al; 1970, quienes indican que un alto contenido
de sales en el suelo, especialmente cloruro de sodio, puede inhibir la
germinacion a causa de la sequia fisiologica, disminucion del potencial
hidrico y aumento de la concentracién de iones en el embrién generando
efectos toxicos.

Fluorescencia de la clorofila en plantas de iame dioscorea
rotundata.

La medicion de esta variable arrojo datos relacionados con el aparato
fotosintético en relacion con el estrés de las plantas a causa de la salinidad
presente enel suelo. Tomando como punto de referenciala maxima eficiencia
fotosintética con valor de 0.8 Fv/Fm (Magnusson, 1997), en los resultados
obtenidos se evidencia la disminucion de la eficiencia fotosintética en los
tratamientos sometidos a estrés por salinidad, sin embargo, en condiciones
in vivo la emision de la fluorescencia de los sistemas fotosintéticos es
cambiante segin las condiciones ambientales a las que se encuentran
sometidos, como son altas temperaturas, heladas, sequias, intensidad
luminica, deficiencia nutricional, salinidad, entre otros, los cuales afectan
directa o indirectamente la funcion del PSIl'y por ende, modifica la emision
de la fluorescencia (Moreno, et al; 2008). La fluorescencia basal (FO) es la
que se emite cuando la QA (quinona, receptora primaria de electrones en
el PSII) se encuentra completamente oxidada y por lo tanto los centros de
reaccion del PSII se encuentran abiertos, completamente necesario en la
activacion de las reacciones fotoquimicas (Mouget et al; 2002). La relacion
Fv/Fm, es “una estimacion de la eficiencia cuantica maxima de la actividad
fotoquimica del PSII cuando todos los centros de reaccion del PSII estan
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abiertos” (Baker et al; 2004). Fv hace referencia a la fluorescencia maxima,
mientras que Fv fluorescencia minima; por lo tanto, una disminucion en
el Fv/Fm indica una reduccion en la eficiencia fotoquimica del PSII y una
perturbacion o dafos en el aparato fotosintético (Jiménez, et al; 2015).
Es muy probable que la salinidad presente en el suelo de las plantas haya
generado cierre estomatico como primera respuesta al estrés (Jiménez, et
al; 2015), asumiendo que el intercambio de gases con la atmosfera también
se vio afectado ocasionando la disminuciéon de CO2 que gener6 saturacion
de electrones en el PSII (Africano, et al; 2015).

Conductividad eléctrica del suelo.

El parametro de conductividad eléctrica del suelo se calcul6 con el fin
de monitorear los cambios posibles presentados a lo largo de la investigacion.
Los valores obtenidos en este estudio evidencian un tratamiento sin
salinidad y dos tratamientos con salinidad. Es necesario aclarar que la
salinidad de los suelos agricolas afecta directamente la productividad de
los cultivos tolerantes a esta condicion (Camacho, 2013). La salinidad del
suelo se expresa en términos de conductividad eléctrica (CE), que indica
la “velocidad con la que la corriente eléctrica atraviesa una solucion salina,
siendo ésta proporcional a la concentracion de sales en la solucion” (Mata-
Fernandez, et al; 2007). La conductividad eléctrica del suelo, se mide en
milimhos por centimetro cibico (mmhos/cm?) o decisim (dSm™) (Basurto,
et al; 2008). Un suelo es salino cuando el complejo coloidal presenta
principalmente con sodio (Na*) determinado cuando la conductividad del
extracto de saturacion es mayor a 4 dSm™ a 25° C (Allison, et al; 1990).
Dentro de las consecuencias generadas por la salinidad perjudican el
desarrollo y la productividad de los cultivos (Mata-Fernandez, et al; 2007).

Conclusiones.

* La salinidad de los suelos afecta negativamente el cultivo de fame
Dioscorea rotundata, interviene en la brotacion de las semillas, altura de la
planta, y aparicion del numero de hojas.

* La salinidad de los suelos produce sequia fisiologica en plantas de
Dioscorea rotundata.

* La fluorescencia de la clorofila de las plantas de fiame Dioscorea
rotundata, se ve afectada a causa de la salinidad. A mayores valores de
salinidad se presentan menores valores en la eficiencia fotoquimica Fv/Fm
del PSIIL.
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elas plantas de name Dioscérea rotundata no sobreviven en
condiciones de suelo salino con conductividad eléctrica igual o mayor a 4
ds/m.

* La conductividad eléctrica del suelo es una medida de gran utilidad
cuando se requiere establecer cultivos de Dioscérea rotundata mediante el
empleo de semillas o plantas generadas in vitro.
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Introduccion

En las altimas décadas, el cultivo de tubérculos ha desempenado un
papel importante en la dieta alimentaria sobretodo de los paises en via de
desarrollo; se estima que para el 2020 mas de 2 mil millones de personas de
Africa, Asia y América Latina dependeran de estos cultivos como fuente de
alimento. La produccion comercial de Dioscorea sp., es de gran importancia
en estos paises, puesto que constituye una fuente rica en carbohidratos,
fibra y proteinas (Chacén et al., 2005).

Existen mas de 600 especies comprendidas dentro de la familia
Dioscoreaceae, las cuales se encuentran distribuidas en regiones tropicales
y subtropicales del mundo, algunas especies del género Dioscorea como
D. alata L. y D. rotundata, son cultivadas para la produccion de tubérculos
almidonados conocidos como fiames (Alvis, Vélez & Rada-Mendoza, 2008;
Méndez et al., 2013; Perea, 2000). Desde que esta especie se comenzo a
cultivar por el hombre se ha propagado por tubérculos enteros, secciones
de tubérculos o bulbillos aéreos. El uso continuado de este tipo de material
vegetal de plantacion tiene el inconveniente de que, al plantarse de un afio
para otro en campo, se puede infestar por microorganismos patogenos y
perder calidad fisiologica y sanitaria (Cabrera et al., 2010).

En Colombia, existe una alta demanda en el consumo de este
tubérculo principalmente en los habitantes de la costa Caribe, donde los
mayores productores son los agricultores del departamento de Coérdoba, la
subregion de los Montes de Maria en los epartamentos de Bolivar y Sucre,
algunos municipios del departamento del Cesar y la Guajira (Alvarez,
2000). Debido a que esta practica constituye la principal fuente de ingresos
y de empleo rural en estas zonas, el cultivo y comercializacion del name es
realizado principalmente por pequenios medianos agricultores (Méndez et
al., 2013).

La sostenibilidad de los sistemas agricolas a largo plazo debe fomentar
el uso manejo efectivo de los recursos internos de los agroecosistemas. En
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este sentido, los fertilizantes biolégicos constituyen un componente vital
de los sistemas sostenibles ya que son un medio econémicamente atractivo
y aceptable de reducir los insumos externos y de mejorar la cantidad y
calidad de los recursos internos (Mejia, 1994).

Entre los beneficios del uso de microorganismos en la agricultura
estan su capacidad de fijar nitrogeno, atmosférico, la descomposicion de
residuos organicos, la desintoxicacion con plaguicidas, la supresion de
enfermedades en las plantas, el aporte de nutrientes al suelo y la produccion
de compuestos bioactivos como vitaminas y hormonas que estimulan el
crecimiento de las plantas (Terry Alfonso, Leyva & Hernandez, 2005).

Considerando que el uso del sustrato adecuado y los nutrientes son
importantes para el cultivo de nhame, se utilizaron diferentes concentraciones
de un insumo biologico preparado a base me microorganismos con el fin de
facilitar la absorcion de los nutrientes necesarios para el crecimiento de las
plantas sin producir dafios adversos al medio ambiente, ademas, conservar
la fertilidad y biodiversidad del suelo y permitir una produccion a bajo
costo (Armenta et al., 2010; Chirinos, Leal & Montilla, 2006).

Propagacion de niame.

Se utilizaron tubérculos de hame espino, del cultivar botén Dioscorea
rotundata. Poir. Los segmentos de tubérculos, fueron cortados de 50-60
gramos 24 horas antes de la siembra (Olalde Portugal & Aguilera Gomez,
1998), y desinfestados con un fungicida de ingrediente activo Azoxystrobin,
perteneciente al grupo de los a-metoxiacrilatos (Amistar 50 GW). (Jiménez
& Hernandez, 2012). Los segmentos se sumergieron en tres concentraciones
de un bioinsumo comercial (Terravite S21) a base de microrganismos (TO
=0, T1=4 y T2=8 ml/Kg de suelo). Para garantizar la colonizacion de los
microorganismos se realizé una aplicacion del insumo por 4 semanas.

Luego de la siembra se observé brotacion de los segmentos de
tubérculos a los 37 dias en todos los tratamientos (Figura 1), indicando
que el uso de microorganismo no influye en la formacion de brotes en el
name, ademas se observo para los tratamientos TO y T1 un porcentaje de
germinacion del 95% y para T2 un 100% de las semilla, datos que difieren
de los reportados por Reyes et., al en el 2014 quienes reportaron que el uso
de microorganismos benéficos tienen un efecto positivo en la germinacion
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de las semillas de Echinocactus platyacanthus (Castillo-Reyes et al., 2014);
segin Jiménez 2012, las semillas de name utilizan las reservas de las
semillas durante las primeras etapas por lo que la humedad adecuada es

indispensable para la germinacion de las semillas (Jiménez & Hernandez,
2012).

55,30 -
47,12

4 3841
38,93 36,77 37,83

DIAS

30,754

22,57
T ™ T2

TRATAMIENTOS

Figura 1. Tiempo promedio de germinacion de las semillas.

Tabla 1. Anadlisis de varianza para el tiempo de brotacion de las semillas de name.

q IC 95%
Medi E . .
Variables | TTO ¢ la Tror Limite Limite P(valor)
Cuadratica | estandar | . . .

inferior superior

TO 36,773 a 1,258 34,259 39,28
Brotes T1 38,409 a 1,258 35,895 40,923 0,643
T2 37,909 a 1,258 35,395 40,423

*Para cada variable, medias cuadrdticas con letra comiin no son estadisticamente
diferentes P > 0,05

Se realizaron mediciones de longitud del tallo para determinar
crecimiento de la planta por tratamiento a través del tiempo (ver tabla 1).
En los tres tratamientos se observé un aumento progresivo de tamano lo
que muestra que la planta estaba recibiendo los nutrientes necesarios para
su crecimiento, sin embargo, no se encontré diferencias estadisticas entre
tratamientos con respecto al crecimiento cada 7 dias P > 0.05 (Tabla 2).
Igualmente no se encontré diferencias estadisticas entre tratamientos y
largo final del tallo, indicando hasta este punto que la incorporacion de
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microorganismos no produjeron un aprovechamiento del material organico
del suelo, datos que contrasta con los reportados por Terry et., al (2005)
quienes demostraron que las plantas de tomate inoculadas con algin
microorganismo que estimule su crecimiento y desarrollo, presentan una
mayor capacidad para absorber mas eficientemente el agua y los nutrientes
del suelo a través del estimulo provocado en el sistema radical, que se
evidencia en el estado nutricional de las plantas; ademas segin Bashan
(1998), algunos microorganismos provocan una absorcién mas efectiva de
los nutrientes, lo que explica la acumulacion de compuestos nitrogenados
en las plantas sin existir una aparente fijacion biologica de nitrogeno
(Bashan, 1998; Terry, Leyva Hernandez, 2005); sin embargo Moreno Diaz
(1998) encontro que el crecimiento a los 68 dias del trasplante no mostraba
diferencias significativas entre las plantas con y sin inoculaciéon y que
permaneci6 con la misma tendencia hasta 92 dias (Moreno Diaz, 1988),
probablemente en el caso del name ocurre lo mismo puesto que en las
primeras etapas utiliza las reservas de las semillas. Garcia (2003) encontrd
que los hongos micorrizicos confirieron un mayor efecto sobre la altura
de plantas de chile mirasol, en el cual el mayor crecimiento registrado, fue
en el cultivar de chile ancho, inoculado con Glomus sp., teniéndose un
incremento del 8% (Garcia, 2003).

Tabla 2. Andlisis de varianza para el tamano de las plantas de iame. DPG: Dias post

germinacion.
Tamano TTO Media Error . ‘IC e — P(valor)
DPG cuadritica estandar Limite Limite
inferior | superior
TO 2,386 0,161 2,064 2,709
0 T1 2,405 0,161 2,082 2,727 0,504
T2 2,164 0,161 1,841 2,486
TO 29218 3,345 22,533 35,903
7 Tl 26,868 3,345 20,183 33,553 0,865
T2 28,905 3,345 22,220 35,589
TO 78,755 6,493 65,779 91,730
14 T1 76,959 6,493 63,983 89,935 0,421
T2 88,268 6,493 75,292 101,244
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Tamarno TTO Media Error _— Ao - P(valor)

DPG cuadritica estandar Limite Limite
inferior | superior
TO 119,468 8,561 102,354 136,582

21 T1 116,895 8,561 99,782 134,009 0,058
T2 144,090 8,561 126,574 161,607
TO 160,655 10,634 139,405 181,904

28 T1 154,232 10,634 132,982 175,482 0,212
T2 179,982 10,634 158,732 201,232

P < 0,05 indican diferencias estadisticas entre tratamientos.

Area foliar total (aft).

Después de 90 dias s de la siembra se determino el numero total de
hojas por planta, escaneandolas y utilizando el software LEAFARE.EXE.
Para calcular un promedio por planta de acuerdo con la siguiente formula:
AFT= promedio drea hoja x No de hojas totales. (Warnock et al., 2000).

Una mayor aplicacion de microorganismos en el tratamiento
2, presentd una mayor area foliar lo que repercute en la fisiologia de la
plata puesto que es la capacidad de la cubierta vegetal para interceptar la
radiacion fotosintéticamente activa (RFA), la cual es la fuente primaria de
energia utilizada por las plantas para la fabricacion de tejidos y elaboracion
de compuestos alimenticios (Warnock et al., 2006), sin embargo al realizar
el analisis estadistico no se encontré asociacion entre algun tratamiento y el
area foliar total P >0.05 (Tabla 3), resultados que difieren a los encontrados
por Garcia en el 2003 quien encontr6é que la colonizacion de los hongos
micorrizicos arbusculares influyen positivamente en la produccion de Acido
Indolacético a los 80 y 120 dias de edad, los cuales mejoraron el vigor de la
planta, aumentaron la elongacion del tallo y el crecimiento celular, lo que
se reflejé en un mayor numero de hojas y mayor area foliar (Garcia, 2003).
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Tabla 3. Andlisis de varianza para parametros fisiologicos de las plantas de name.
Germinacion, AFT: drea foliar total y Pero seco (MS).

_ 1C 95%
Variables| TTO Med,la. El;l‘Ol’ Limite Limite P i
Cuadratica | estandar . . . (valué)
inferior superior
TO 36,773 a 1,258 34,259 39,28
Brotacion T1 38,4090 a 1,258 35,895 40,923 0,643
T2 37,909 a 1,258 35,395 40,423
TO 852,415 a 162,457 498,452 1206,378
AFT T1 755,862 a 162,457 401,899 1109,825 0,498
T2 1031,067 a 162,457 677,105 1385,030
TO 9,152 a 1,171 6,600 11,704
MS T1 8,764 a 1,171 6,212 11,316 0,247
T2 11,482 a 1,171 8,930 14,034

*Para cada variable, medias cuadrdticas con letra comiin no son estadisticamente
diferentes P > 0,05

Peso seco total de la planta

Se colectaron hojas, tallo y raices. Todo el material vegetal se peso y
seco en estufa a 70°C por 48 horas, para determinar para cada 6rgano de la
planta, el peso seco total (Mas-Golac, 2013).

El analisis de varianza mostré que no hay diferencia estadistica entre
tratamientos para esta variable (Tabla 3), lo que se debe probablemente
a que el tiempo que duro el cultivo fue poco y era necesario esperar que
la planta aprovechara en su totalidad los nutrientes del suelo. Resultados
similares fueron reportados por Moreno Diaz (1988) quien no encontr6
diferencias significativas en el rendimiento de tubérculos de papa ni en
el peso seco total en plantas con y sin inoculacion en los primeros 90
dias del cultivo (Moreno Diaz, 1988). Los resultados obtenidos difieren
a los reportados por Bashan (1989) quien observo que en experimentos
realizados con A. brasilense, obtuvieron un incremento de la masa fresca y
seca de plantulas de tomate y en la elongacion de las raices en otros cultivos.
Este resultado expresa la especificidad entre los exudados radicales de este
cultivo y la rizobacteria A. brasilense (Bashan, 1998). Vander Zaag y col.
(1982) informaron que, en los suelos de ese pais, las raices de name estan
fuertemente colonizadas con HMA y es por ello por lo que el cultivo utiliza
el fosforo (P) eficientemente a bajos niveles en el suelo y las investigaciones
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revelaron que el iame responde a la inoculacion con HMA (Vander Zaag et
al., 1982).

Pigmentos fotosintéticos (clorofilas y carotenoides)

La determinacion de clorofila total, A, B y carotenoides, se realizo
segun la metodologia de Val, et. Al (1985), tomando 0,5 gr de hoja de la
parte media de la planta, ésta se envolvio en papel filtro humedo y en papel
aluminio, se maceré con 5 ml de acetona al 80%, la mezcla se filtro y el
extracto se aforo a 5 ml para hacer las lecturas de absorbancia relativa en el
espectrofotometro GENESYS 10s UV-VIS, a longitudes de onda de 662, 645
y 470 nm. El calculo de los pigmentos fotosintéticos se realizo teniendo en
cuenta las siguientes formulas (Garcia, 2003; Val, Heras & Monge, 1985):

Cla (ng/ml) = 10.8 x Abs 662 - 0.75 x Abs 645 Clb (pg/ml) = 19.02 x
Abs 645 - 3.98 x Abs 662 Clt (pg/ml) = 6.83 x Abs 662 + 18,27x Abs 645
Carotenoides (pg/ml) = 3.775 479 — 0.21 x Clb.

Los valores de la concentracion de pigmentos fotosintéticos (Clorofila
a, b, y total y carotenoides) de absorbancia se encontraron en las plantas
con los tratamientos TO y T2, y los carotenoides se encuentraron en una
menor concentracion en los tres tratamientos. Al realizar el analisis de
varianza se encontro diferencias estadisticas en la variable clorofila entre los
tres tratamientos, estableciéndose una relacion entre los tratamientos TO y
T2 como se indica en la Tabla 4. Datos similares son reportados por Garcia
(2003) quien encontré un efecto positivo en el contenido de clorofila total
en plantas inoculadas con hongos micorrizico-arbusculares, comparado
con las plantas sin inocular, con una diferencia del 10%. Sin embargo, Cruz
Gutiérrez (2013) senalo que el contenido de clorofila total no presento
diferencias significativas entre las plantas de tomate de los diferentes
tratamientos. Por otra parte, Lancheros (2012) encontré que las plantas del
tratamiento testigo (sin micorrizas) mostraron mayores concentraciones de
clorofilas en comparacion con las plantas inoculadas, y que en el caso de
los carotenoides no se encontré diferencias estadisticas entre tratamientos
lo que indica que la presencia de microorganismos benéficos no esta
relacionada con la produccion de pigmentos fotosintéticos en las plantas
de agraz (Vaccinium meridionale) Swartz.
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Tabla 4. Anadlisis de varianza para parametros clorofilas y carotenos. Cla: clorofila a,
Clb: clorofila b, Clt: clorofila total, Caro: Carotenoides y LTF: longitud del tallo final
en plantas de name.

Media Error 1€ 95% P
Variables 110 Cuadratica | estandar ,lel,te lelfe (value)
inferior superior
TO 26,047 b 2,509 20,580 31,513
Cla T1 14,663 a 2,509 9,197 20,130 0,001*
T2 31,625 b 2,509 26,159 37,092
TO 31,463 a 5,967 18,461 44 464
Clb T1 15978 a 5,967 2,976 28,979 0,061
T2 37,843 a 5,967 24,842 50,845
T0 49,334 ab 7,462 33,075 65,592
Clt T1 26,059 a 7,462 9,801 42317 0,023*
T2 59,546 b 7,462 43,288 75,804
TO 4,694 a 0,922 2,686 6,703
Carotenos T1 6,068 a 0,922 4,059 8,077 0,471
T2 6,174 a 0,922 4,165 8,182
TO 292520 a 32,445 221,828 363,212
LTF T1 346,600 a 32,445 275,908 417,292 0,393
T2 287,900 a 32,445 217,208 358,592

*Para cada variable, medias cuadrdticas con letra comiin no son estadisticamente
diferentes P > 0,05.

Es necesario realizar una prueba de comparaciones multiples de las
medias para las variables que presentaron difrencias significativas.

Conclusiones

Las fertilizaciones con microorganismos no influyen en algunos
parametros fisiologicos de las plantas de iame como drea foliar total, masa
seca, longitud del tallo concentracion de pigmentos fotosintéticos.
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Introduccion

El ganado criollo Romosinuano (Bos taurus) debe su nombre a la
carencia de cuernos (topo o romo) y lugar de origen, el Valle del rio Sinu,
costa norte de Colombia. Se le identifica como el criollo tipo carne, con
uno de los mejores rendimientos en canal alrededor del 60% siendo la raza
criolla colombiana la mas apetecida en el exterior y ademas que constituye
la base genética criolla de otras razas. La importancia del ganado criollo
radica en la adaptabilidad lograda durante mas de cuatro siglos: en su
rusticidad, utilizacion eficiente de los alimentos bastos y pobres, fertilidad,
resistencia y longevidad. (Bedoya et al., 2016; Pinzén, 1984).

Actualmente, la ganaderia mundial afronta grandes oportunidades
debido al aumento de la poblacion mundial, la cual ya supera los 7500
millones de habitantes en el 2017 segiin el Fondo de Poblacion de las
Naciones Unidas (UNFPA, 2018). La participacion de Colombia en la
produccion mundial de carne es solo del 1,4 %, ocupando el puesto doce
entre los paises de mayor produccién de carne para el ano 2013, y el tercer
puesto en América latina detras de Brasil y Argentina (FEDEGAN-FNG,
2015). Sin embargo, se aleja cada vez mas de los indices productivos de
carne de los paises industrializados tanto en volumen como en calidad,
debido al manejo primario que se le ha dado a la parte nutricional de la
ganaderia en Colombia, haciendo que la produccion de leche y carne sea
ineficiente (Lombana et al., 2012).

El departamento de Sucre basa su economia principalmente en la
ganaderia y no es ajeno a la problematica nacional y al dificil entorno
que ha caracterizado la produccion agropecuaria y ganadera en la costa
caribe en los ultimos anos. La mala calidad de los pastos de forraje y la
contaminacion de las aguas, hacen que disminuyan las colonias de bacterias
benéficas presentes en el intestino del animal, que permiten desdoblar los
alimentos y mantenerlo saludable (FEDEGAN, 2014).
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En la ultima década, se han desarrollado multiples investigaciones
con base en el estudio de dietas adecuadas que mejoren la nutricion en
el animal. Los antibioticos son utilizados frecuentemente para eliminar
microorganismos patogenos en animales de produccion Bovina, con el
proposito de prevenir o tratar enfermedades y favorecer el crecimiento del
animal. Sin embargo, el problema del uso radica en que trazas quedan en la
carne y en el suelo tras las deposiciones afectando la biota nativa del suelo
causando graves danos ambientales. Otro efecto del uso de antibidticos
es que elimina la microbiota intestinal benéfica del bovino, causando el
mal funcionamiento de su sistema digestivo y produciendo deficiencias
de minerales en los huesos y en los tejidos desarrollando mastitis,
descalcificacion, infertilidad posparto, retencion de liquidos y tejidos de
la placenta que producen endometritis, lo cual lleva a un alto indice de
mortandad de cabezas de ganado al ano, disminuyendo la producciéon
de carne de buena calidad (Vargas et al., 2004). Como alternativa a estos
problemas se ha sugerido el uso de probioticos para promover el balance de
la microbiota intestinal y obtener mayor nivel de produccién minimizando
COStos.

Eneste sentido, el uso de aditivos microbianos (Probiéticos) constituye
una alternativa viable para mantener la salud, promover el crecimiento en
animales jovenes, incrementar la eficiencia de utilizacion del alimento en
el ganado vacuno; remplazar o reducir el uso de antibidticos, mejorar la
calidad de la leche y carne; en general los aditivos microbianos segtn la
World Health Organization (WHO) y Food and Agriculture Organization
of the United Nations (FAO) (2001), son todos aquellos microorganismos
vivos que al ser administrados en cantidades adecuadas, proporcionan
o generan efectos benéficos a la salud del hospedero, llamados también
probidticos. Los probidticos constituyen un grupo amplio de aditivos que
incluye cultivos de bacterias y hongos (Carro et al., 2014).

Sin embargo, en Colombia los productos probiéticos comercializados
tienen unalto costo. Ademads, son importados por lo que los microorganismos
contenidos en el producto no poseen la especificidad a la especie o al
ambiente, constituyéndose en un factor importante que interfiere en la
adhesion y colonizacion in vivo de los microorganismos probiéticos (Frizzo
et al., 2006). Como resultado los ganaderos no obtienen los beneficios
esperados. Por estas razones, se hace necesario obtener microorganismos
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probidticos nativos y especificos a la especie, con el fin de producir como
alternativa biotecnolégica natural un biopreparado o aditivo probiético que
mejore el metabolismo animal aumentando la proliferacion de la microbiota
ruminal, aumentando el flujo de proteina bacteriana y de acidos grasos
volatiles (AGV) que al ser metabolizados por el animal generan mayor
ganancia de peso, lo cual ha sido siempre la meta para los productores
ganaderos del departamento de Sucre. El presente estudio tuvo como
objetivo evaluar las caracteristicas probidticas in vitro de microorganismos
nativos aislados de muestras de heces de terneros Romosinuano en el
departamento de Sucre.

Metodologia

Ubicacion Geografica: la fase de campo de este estudio se realizo
en el departamento de Sucre en dos fincas pertenecientes a las subregiones
del Morrosquillo y a la Subregion San Jorge en donde se seleccionaron
terneros en etapa de levante entre 6 a 12 meses de raza Criolla Colombiana
Romosinuano para posteriormente realizar el muestreo.

Recoleccion de muestras: se colectaron pool de heces bovinas en
edades entre los 6 a 12 meses en pastoreo y sin ser tratadas con antibioticos
por lo menos 3 meses antes. Inmediatamente las muestras fueron
depositadas en matraces previamente esterilizados de 250 ml con una
capa de aceite mineral estéril en anaerobiosis y se transporto al laboratorio
de Biotecnologia GRUBIODEQ de la Universidad de Coérdoba (8° 47’
16.01" N, 75° 51" 28.08"” W) para el aislamiento y caracterizacion de los
microorganismos. (Lara y Cardona, 2013)

Aislamiento de los Microorganismos: a partir de las muestras
recolectadas, se realizaron diluciones seriadas (10-! hasta 10”) en solucién
salina (NaCl al 0,85%) y se sembraron O,1mL por placa utilizando medios
selectivos, Agar de Man, Rugosa, Sharpe (MRS) para (Lactobacillus sp.)
y Nutritivo modificado con CMC y Almidon al 0,1% (Bacillus sp), se
incubaron durante 48 horas a 30+£2°C en atmosfera de dioxido de carbono
(CO,). Posteriormente, en cada cepa aislada se les realizo tincién de Gram
y tincién de endosporas (método de wirtz). A partir de los resultados se
subcultivaron las colonias hasta obtener cultivos puros, una vez obtenidos
nuevamente se sembraron las colonias en 10 mL de caldo MRS y Nutritivo
modificado para su crecimiento y conservacion. (Lara y Cardona, 2013).
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Evaluacion in vitro de las caracteristicas probiodticas: a una
concentracion conocida inoculo (106 Ufc/mL) de cada uno de los
microorganismos se les realizaron las siguientes pruebas:

* Tolerancia a sales biliares: el ensayo se realizo a diferentes
concentraciones de sales 0,05; 0,1; 0,15 y 0,3%p/v a pH de 6,5£0,2; se
inocul6 100pl de cultivo de los aislados, e incubé a 30°C por 48 horas;
al cabo de este tiempo la sobrevivencia y resistencia a sales biliares se
comprob6 mediante la determinacion del namero de células viables (ufc/
mL) (Avila et al., 2010; Rondén et al., 2008).

e Tolerancia a cambios de pH: en cada uno de los caldos MRS
y Nutritivo modificado, se le adiciono solucion HCI (5%) para obtener
variaciones de pH: 3,0; 4,0; 5,6 y 7,0£0,2; se tom6 1 mL de cada cultivo
(concentracion conocido de cepas a ensayar) y se inoculo en los medios,
luego se incubo a 30°C durante 48 horas; pasado este tiempo se realizd
conteo de células viables (Avila et al., 2010; Rondon et al., 2008).

* Tolerancia a altas concentraciones de NaCl: en caldos MRS y
Nutritivo modificado, se adicion6 NaCl a diferentes porcentajes (2, 4,
6, 8 y 10%p/v) se inocularon 0,1 ml de inoculé a cada aislado de forma
independiente e incubaron a 37°C durante 48 horas. Se evalué el crecimiento
mediante densidad optica (DO) a 600nm en un espectrofotometro Genesys
20. (Rondon et al., 2008).

* Prueba de Antagonismo: se evalué el efecto antagonico de los
aislados contra E. coli y Salmonella sp pertenecientes al banco de cepas
del laboratorio GRUBIODEQ por el método de difusion en disco en Agar
Mueller Hinton Modificado (Rubio et al., 2008; Mejia et al., 2007; Leiva et
al., 2004).

e Fermentacion de la Glucosa: los aislados que superaron las
pruebas probioticas fueron inoculadas en tubos con caldo MRS y Nutritivo
modificado con 0,2%v/v de una soluciéon acuosa de purpura de bromocresol
al 0,5% y Campanas de Durham invertidas para capturar y revelar la
produccion de gas. Después de la inoculacion se incubaron a 37°C durante
48 horas y se evaluo el cambio de color y la presencia de gas (Rondon et al.,
2008).

e Crecimiento a 40°C: se evaluaron las diferentes cepas que
superaron las pruebas probidticas a temperatura de 40+2°C, durante
48 horas; la sobrevivencia y resistencia a esta temperatura se comprobo
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mediante la determinacion del numero de células viables (ufc/mL) (Yimin
etal., 2005).

Identificacion Bioquimica de las Bacterias Nativas con Potencial
Probiotico: para la identificacion bioquimica de las cepas bacterianas
12M B1 (cocos Gram+) aislada en medio MRS, 12M N2 y OM N3 (Bacilos
Gram+) que superaron las pruebas probioticas se les aplico la prueba de
catalasa (Bergey’s, 1994).

Identificacion molecular dela cepa 12MB1 mediante amplificacion
y secuenciacion del gen ribosomal 16S rRNA: mediante los resultados
obtenidos tras las diferentes pruebas probioticas y tras las pruebas de
identificacion bioquimica, se seleccion6é uno de los aislados bacterianos
(12MB1) que present6 las mejores caracteristicas probioticas in vitro y que
resulté negativo a las pruebas de catalasa.

Extraccion del DNA Genémico: para la extraccion del DNA
genomico se utilizé el kit comercial QIA amp® DNA Stool Mini Kit
(QIAGEN Corporation). Siguiendo las instrucciones del fabricante.

PCR y Amplificacion: para la PCR se utiliz6 la mezcla lista (PCR-
100-2X) producida por CorpoGen vy los iniciadores antes mencionados
a una concentracion 0.2 pM. El volumen de la PCR fue de 50 pL. Se
amplifico por PCR una region de 1465 pb del gen ribosomal 16s, para
esto se utilizaron los cebadores 27F (5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3"),
1492R (5 TACGGYTACCTTGTTACGACTT 37) (Tajabadi et al., 2013).

Electroforesis: el ADN purificado y los productos amplificados por
PCR se visualizaron en gel de agarosa al 1.5% (p/v) en tampon Tris-Acetato-
EDTA y seleccion de los mas concentrados para enviar a secuencia.

Purificacion del fragmento amplificado: para la purificacion
se utilizo el KIT MinElute Gel Extraction Kit de QIAGEN Corporation.
Siguiendo las instrucciones del fabricante. (QIAGEN).

Secuenciacion del DNA: los productos de PCR una vez purificados
fueron enviados para su secuenciacion a la empresa Macrogen. (Macrogen
Inc., Seoul, South Korea).

Analisis bioinformatico: la secuencia obtenida fue ensamblada
y alineada en una secuencia consenso problema en el programa MEGA
version 6.0, para la identificacion del microorganismo aislado. El analisis
taxonomico de la secuencia problema ensamblada, se realizé mediante la
comparacion con secuencias incluidas en las bases de datos GenBank de
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NCBI (National Center for Biotechnology Information) y RDP (Ribosomal
Database Project), teniendo en cuenta las puntuaciones de identidad y
cobertura por encima del 94%. Se generé un arbol filogenético con el grupo
de secuencias con mayor similitud a la secuencia consenso y la comparacion
con un grupo externo.

Conservacion de la cepa probidtica: finalmente, las cepas
identificadas con potencial probiotico se conservaron a -20° C con glicerol
al 50 % como agente Crioprotector hasta su posterior utilizacion en busca de
producir un biopreparado probidtico que mejore los sistemas productivos
ganaderos del departamento de Sucre.

Disefio y analisis estadistico.

Se empleé un disefio completamente al azar (DCA), con tres
repeticiones por tratamiento. Los resultados obtenidos se sistematizaron
y analizaron en el software Statgraphics Centurion XVI. Se comprobé la
homogeneidad de varianza por el método de Bartlett y el test de normalidad
de Shapiro-wilk; luego, se realiz6 analisis de varianza (ANOVA) dentro de
cada concentracion y para cada cepa aislada, con el fin de comparar los
tratamientos. Cuando hubo diferencias significativas se realiz6 la prueba de
multiples rangos por el método de Tukey al 95 % de confianza, ademas de
métodos graficos de representacion de resultados.

Aislamiento de los microorganismos.

Se colect6 un pool de heces bovinas de 10

individuos sanos hembras
Eate e |

Figura 1. Recoleccion de muestras de un ternero en levante Romosinuano con
12 meses de edad (A). Matraz con aceite mineral estéril y pool de heces (B).
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A partir de las muestras recolectadas, se lograron aislar y preseleccionar
5 cepas acido lacticas (BAL) que crecieron tras diluciones de las muestras
en medio MRS y 6 cepas de Bacillus sp que crecieron tras diluciones de las
muestras en medio nutritivo suplementado con CMC y Almidoén.

Evaluacion in vitro de las caracteristicas probidticas.

La Tabla 1, muestra los resultados de la evaluacion in vitro de las
caracteristicas probioticas de las 5 cepas de bacterias acido lacticas (BAL) y
6 cepas del género aisladas Bacillus sp de heces de terneros Romosinuano
frente a diferentes concentraciones de sales biliares, pH y NaCl a 48 horas.
De los resultados obtenidos, se hizo el analisis de varianza (ANOVA) dentro
de cada concentracion y para cada cepa aislada, con el fin de comparar los
tratamientos. Cuando hubo diferencias significativas se realizo la prueba de
multiples rangos por el método de Tukey al 95 % de confianza.

Tabla 1. Promedio crecimiento (loglOufc/mL) de las cepas aisladas frente a las
diferentes concentraciones de sales biliares; diferentes valores de pH y diferentes
concentraciones de NaCl con intervalos de confianza del 95,0%.

CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES DE NaCl
CEPAS VALORES DE pH
finG. DE SALES BILIARES (%) (%)
(Codi-
culo]
go) 0,05 | 0,10 { 015 0,30 3 4 5,6 7 2 4 6 8 10
8068 | 8068 | 7278 | 85046 | 6,848 | 5442 | 7998 | 7903 | 1,019 | 0919 | 0,345 | 0284 | 0,193
12MB1 | 8422
b b abc a ab b b ab ab b c c a
6,573 | 6573 | 8079 | 6,065 | 5987 | 2,566 | 8,213 | 8,098 0918 | 0317 | 031 | 0,184
12M B2 | 8155 1,124b
abc abc abc ab ab c b ab b c ab b
81 81 | 6815 | 7974 0 6,894 | 8210 | 8226 0335 | 0245 | 0215 | 0,182
OMBI | 8380 0374 ¢
b b abc b C b b b c c c ab
3236 | 3236 | 8325 0 6205 | 5987 | 8047 | 3900 | 1,005 | 0901 | 0,675 | 0359 | 0,182
OMB2 | 8473
c C b c ab b b c ab ab ab ab ab
6817 | 6817 | 4217 | 6,778 0 6,765 | 7977 0,634 | 0,303
OMB3 | 8255 2,76 ¢ 0873 ¢ 0,l4c | 0,13¢
abc abc ab ab c c ab c c
12M 5512 | 5512 | 7458 | 7032 | 6285 | 5321 | 8241 | 7,220 0,298 | 0,247 | 0,138
TATT 0,388 ¢ 0,114 ¢
N1 abc abc abc ab ab c b ab c c c
12M 825 | 825 | 8190 | 7,637 | 7012 | 7,151 | 8376 | 8581 0,163 | 0,137
8,430 0379¢ | 029¢ 0,107 ¢
N2 a a ab ab b a a a c c
609 | 609 | 624 452 0 0 0 8,091 0,283 | 0,195 | 0,181
OMNI1 | 8149 0,695¢ 0,133¢
abc abc abc c c c c ab c c c
6,200 | 626 | 6304 | 7849 | 5636 | 6,166 | 8313 | 8312 0,295 | 0,153 | 0,131
OMN2 | 8255 0342 ¢ 0,126 ¢
abc abc abc ab c b a b c c c
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8166 | 8,167 | 8018 | 828 | 7229 | 7,149 | 8157 | 8391 0441 | 0,406 | 0,176
IMN3 | 8375 0,534 ¢ 0,124 ¢
b b abc b a a b b c c c
4301 | 4,301 | 4,100 0 5613 | 4,100 | 6,763 | 4,619 0,292 0,257
IMN4 | 8225 0312¢ 03¢ 0,127 ¢
c c c c c ab c c c c

No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una
misma columna de letras. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias
es el procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método

hay un riesgo del 5,0% al decir que uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la

diferencia real es igual a 0.

Tolerancia a sales biliares. En la Tabla 1 se evidencia que
el crecimiento en promedio de las cepas aisladas no se vio afectado
significativamente (p < 0,05%) por las concentraciones de sales biliares
empleadas, solo la cepa 12MB1 aislada en medio MRS, presenté el mayor
crecimiento a sales biliares 0,3% incluso por encima de la concentracion
con 0% de sales biliares inoculada para las pruebas, lo cual indica que esta
cepa 4acido lactica no solo tolera sino que aumenta el namero de células
frente a concentraciones altas de sales biliares, caracteristicas propias de la
especie de cocos Gram+ de la especie Enterococcus faecium, cepa aceptada
y utilizada a nivel mundial como aditivo probidtico en la alimentacion
animal.

Resultados similares obtuvieron Liong y Shah, (2005); Ahn et
al., (2003), quienes observaron que algunas cepas de Lactobacillus,
Bifidobacterium, Lactococcus, Leuconostoc y Streptococcus son capaces de
producir la enzima conocida como sal biliar hidrolasa (SBH), que cataliza
la hidrolisis de las sales biliares conjugadas en acidos biliares, glicina y
taurina. Dos aislados no presentaron crecimiento a sales biliares 0,3%
correspondiente a las cepas 9MB2 y OMN#4 (tabla 1), lo que indica que a esta
concentracion el efecto detergente de las sales biliares inhibe por completo
su crecimiento. Mientras el resto de las cepas presentaron un crecimiento
variado en cada una de las concentraciones de sales biliares utilizadas en
este estudio, pero en cada una de las concentraciones hubo diferencias
significativas (p < 0,05%), encontrandose que la cepa 12MN2 mostrd
mayor crecimiento a concentraciones de 0,05% y 0,1% de sales biliares.
Prasad et al., (1998) indica al respecto que las diferencias en la tolerancia
al transito gastrointestinal pueden deberse a las diferencias existentes en la
estructura de la pared celular de las distintas especies y géneros.

Tolerancia a cambios de pH. La resistencia a bajos valores de pH y
a las sales biliares es de gran importancia en la supervivencia y crecimiento
de las bacterias en el tracto gastrointestinal, por lo que se considera como
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prerrequisito para evaluar a las posibles cepas probidticas. Ngetal., (2015),
sostiene que los microorganismos deben ser capaces de tolerar pHs bajos
para asegurar su transicion del estomago al intestino y una vez se encuentre
en el intestino, tenga la capacidad de adherirse a las células epiteliales.

Con respecto al crecimiento de las cepas aisladas en los distintos pHs,
en la tabla 1 se muestra que el crecimiento es afectado significativamente (p
< 0,05%) por los niveles de pH, resultado similar a los reportados por Ng
etal., (2015) y Avila et al., (2010). Las cepas 9MN3 y 12MN2 presentaron
un crecimiento superior para los diferentes niveles de pH 3,0 y 4,0 con
respecto al resto de cepas. De igual manera, la cepa 12MN2 aislada en
medio Nutritivo modificado presenté los valores mas altos de tolerancia a
pH 5,6 y 7,0 (p<0,05%). Esto sugiere que el maximo crecimiento de ambas
cepas se encuentra enmarcados en estos niveles de pH. La cepa 12MBI1
correspondiente a una bacteria acido lactica (BAL) se destaco dentro su
grupo por presentar diferencias significativas a pH 3,0 respecto al resto de
cepas BAL. Los aislados 9MB1, OMB3, 9MN1 no presentaron crecimiento
a pH 3,0. La cepa 9MNI1 mostré menor tolerancia a los niveles acidos de
todas las cepas evaluadas, sin presentar crecimiento a los pH de 3,0; 4,0 y
5,6; sin embargo, experiment6 un incremento significativo (p<0,05) por
encima del inéculo a pH 7,0. Lo anterior, es indicativo de una baja tolerancia
de esta cepa a condiciones acidas y 6ptimo crecimiento a condiciones de
neutralidad. Todas las cepas presentaron un comportamiento similar en
el crecimiento al definir tres grupos estadisticamente diferentes, los cuales
corresponden a un mayor crecimiento para los niveles de pH 5,6 y 7,0
estudiados, similar al rango de pH 6ptimo del rumen el cual se sitia entre
5,5y 6,9 que podria sugerir la capacidad de estas cepas de alcanzar y
colonizar esta area beneficiosa del animal (McSweeney y Mackie, 2012).

Los resultados obtenidos son similares a los reportados por Ng et al.,
(2015), quienes evaluaron el potencial probidtico de cepas acido lacticas
aisladas de un fermentado tradicional de Malasia llamado Bambangan
(Mangifera pajang), Estos autores proponen mejorar la tolerancia al acido
utilizando algunos protectores naturales dentro del producto consumido,
tales como proteinas y grasas encontradas en muchos productos lacteos
(Livney, 2010). Ademas, sostienen que la mayoria de los alimentos
portadores de probidticos poseen pH mayor que 3,0. Por lo tanto, la ligera
reduccion de la viabilidad de las cepas ensayadas no afectaria su idoneidad
para ser considerados probidticos.

Tolerancia a altas concentraciones de NaCl. Se obtuvo un efecto
significativo (p < 0,05%) de las diferentes concentraciones de NaCl sobre
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el crecimiento de las cepas evaluadas, siendo el crecimiento de las cepas
inversamente proporcional a las concentraciones de NaCl (tabla 1). A
medida que aumentan la concentracién de NaCl disminuye el crecimiento
de los microorganismos. Sin embargo, todos los aislados mostraron
tolerancia a las diferentes concentraciones de NaCl empleadas en este
estudio. Los promedios mas altos de densidad éptica a 600nm a la maxima
concentracion de 10% de NaCl los presentaron las cepas de bacterias
acido lacticas 12MB1 y 12MB2, hallandose diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) con respecto a todas las cepas. Lo cual indica la
capacidad que tienen estas cepas de adaptarse y sobrevivir a diferentes
variaciones de NaCl y cambios de presion osmética del rumen sin sufrir
plasmolisis, ya que las concentraciones de 2% y 10% utilizadas en este
estudio representan una osmolaridad entre 684 mOsm y 3400 mOsm
respectivamente, lo cual segin Van Lier y Regueiro (2008), la osmolaridad
del liquido ruminal oscila entre 260 y 340 mOsm, pudiendo llegar a 400
mOsm con el consumo de concentrado. Por lo que este factor no afectaria
significativamente a estos microorganismos a nivel de este érgano (Lara y
Acosta, 2013).

Prueba de antagonismo. La actividad inhibitoria media (halos
mm) de las cepas nativas aisladas frente a los patégenos Salmonella sp y
E. coli se determiné por el método de difusion en disco en Agar Mueller
Hinton (Rubio et al; 2008; Mejia et al; 2007; Leiva et al; 2004). Las cepas
presentaron actividad antagonica frente a los patogenos Salmonella sp y
Escherichia coli, en promedio hubo mayor actividad inhibitoria frente a E.
coli que frente a Salmonella sp (Tabla 2). La capacidad antagénica hacia
enterobacterias es uno de los criterios basicos para la seleccion de cepas
para uso como probioticos en nutricion animal.

Tabla 2. Actividad antibacteriana de las cepas aisladas por el método de difusion
en disco en Agar Mueller Hinton con su andlisis de varianza (ANOVA).

Distancia de inhibicion (mm)
frente a patogenos bacterianos seleccionados
CEPAS (Codigo)

Salmonella sp. E. coli
12M B1 4,866 abc 7,566 abc
12M B2 Oc Oc
9M Bl Oc 0c
9M B2 Oc 0c
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Distancia de inhibicion (mm)
frente a patogenos bacterianos seleccionados
CEPAS (Codigo)

Salmonella sp. E. coli
OM B3 Oc Oc¢
12M N1 6,533 abc 8,633 ab
12M N2 7,633 ab 6,6¢c
OM N1 7,166 ab 7,0c
OM N2 5.9 abc 83 ab
OM N3 6,666 abc 7,233 ¢
OM N4 6,366 abc 9,8b
TOTAL 3.566 5,012

No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de letras. El método empleado actualmente para
discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que uno o
mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Dentro del grupo de cepasacido lacticas solo hubo actividad inhibitoria
por la cepa 12MB1 frente a E. coli y minima frente a Salmonella sp, cepa
destacada en superar las pruebas in vitro de tolerancia a pH, sales biliares
y NaCl. Por otro lado, las cepas aisladas en medio nutritivo modificado
mostraron poca actividad inhibitoria frente a los patdgenos siendo la cepa
OMN4 quien presento el mayor diametro inhibitorio frente a E. coli.

La accién antagénica de la cepa acido lactica 12M Bl se asocia a la
capacidad que tienen la mayoria de este tipo de bacterias acido-lacticas,
de producir sustancias antagonicas tales como el acido lactico, acético y
otros compuestos volatiles como acidos grasos de cadena corta, peroxido
de hidrégeno y bacteriocinas que favorecen a la reduccion del pH del
medio. Los bajos valores de pH son considerados como el principal factor
en la inhibicién del desarrollo de entero patégenos como Salmonella
sp., Escherichia coli y Campylobacter sp. (Fayol, 2005; Chaveerach
et al., 2002). Ademas, la acidificacion del lumen intestinal acelera las
reacciones bioquimicas de la digestion (Pérez et al., 2005). Segin Ahn et
al., (2002), aquellas bacterias que sean capaces de inhibir el crecimiento
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de microorganismos patdgenos y ademas de crecer en condiciones de
pH y concentraciones de sales biliares similares a las del tracto digestivo
del animal, son microorganismos con caracteristicas promisorias para su
posterior empleo como probioticos.

Fermentacion de la glucosa. A los aislados que superaron las pruebas
probidticas de tolerancia a diferente pH, sales biliares, altas concentraciones
de NaCl y actividad antagénica; se determiné la capacidad de fermentacion
de glucosa mediante la produccion de gas a las 48 horas (figura 2).
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Figura 2. Capacidad de fermentacion de glucosa por las cepas nativas tolerantes
a pH, sales biliares, NaCl y con actividad antagénica: Control; 12M N2; OM N3;
12M B1 de izquierda a derecha respectivamente.
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Los resultados mostrados en la figura 2, indican que todas las
cepas sometidas a esta prueba son capaces de fermentar la glucosa, pero
utilizando vias metabdlicas distintas, lo cual se evidencia por el cambio
de color de purpura a amarillo por parte de todos los tubos, pero solo se
observa presencia de gas en dos de los aislados.

La bacteria acida lactica 12MB1 (Tubo 4) fermenta la glucosa sin
produccion de gas, durante las 48 horas de incubaciéon, demostrando una
asimilacion del carbohidrato; también evidenciando la ruta metabdlica
homofermentativa utilizada por este microorganismo. Esta caracteristica
reafirma la identificacion de la cepa 12MB1 como perteneciente al género
Enterococcus y posiblemente a la especie Enterococcus faecium. Al
comparar sus caracteristicas con las que se refieren en el Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology y diferentes autores (Carro et al., 2014; Fisher
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y Phillips, 2009; Klein, 2003) para esta especie, éstas coinciden en que
no producen gas a partir de la glucosa, asi como en la produccion de
acido lactico como producto final. También se sustenta su seleccion como
candidata de importancia para el desarrollo de aditivos con potencialidades
probioticas (Brizuela et al., 1998) ya que los cultivos con esta propiedad son
los mas recomendados para ser utilizados como aditivos, por proporcionar
a los alimentos mejores caracteristicas organolépticas para el consumo
humano y animal (Rondén et al., 2008).

Los otros dos aislados 12MN2 y OMN3 correspondientes a dos aislados
tipos bacilos, fermentaron la glucosa con produccion de gas, esto nos dice
que estas cepas pueden ser de mucha importancia para metabolizar el
oxigeno residual que entra con los alimentos manteniendo una anaerobiosis
en el rumen, lo cual favoreceria al metabolismo microbiano anaerobio
ruminal (Relling y Mattioli 2003).

Crecimiento a 40°C. Se evaluaron las diferentes cepas que superaron
las pruebas probidticas a temperatura de 40+2°C, durante 48 horas;
mostraron que se ven afectadas significativamente (p < 0,05) disminuyendo
drasticamente el ntimero de células por mL, a excepcion de la cepa 12MB1
(figura 3), quien presenta diferencias estadisticamente significativas frente
al resto de cepas, ya que obtuvo la tasa de crecimiento mas alta, nuevamente
incluso por encima de los valores de crecimiento a temperatura ambiente.

10
= 12mMB1

12M N2
EZ7Z7Z1 9MN3

Crecimiento (Log10 ufc/mL)

30°C 40°C
Temperaturas
Figura 3. Tolerancia a alta temperatura 40+2°C por las cepas 12M B1; 12M N2
y OMN3 expresado en logl0 ufc/mL.

Esto indica la capacidad de esta cepa no solo de tolerar dichas
condiciones de temperatura, sino que es capaz de reproducirse, lo cual
es caracteristico de las condiciones fisiologicas del género Enterococcus
conforme a lo establecido por Carro et al., (2014).
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Identificacion bioquimica de las bacterias nativas con
potencial probiotico.

La cepa 12MB1 caracterizada morfologicamente como un coco Gram+
(figura 4), frente a la prueba de catalasa (Bergey’'s, 1994), dio negativo,
propio del género Enterococos, las cepas 12MN2 y 9MN3 correspondientes
a dos bacilos Gram+, resultaron catalasa positivo propio del género Bacillus.
Estos resultados permiten seleccionar una de estas cepas bacterianas con
potencial probiotico para ser identificadas mediante analisis molecular.

Figura 4. Observacion macroscopica (A) y microscopica 100 x (B) de la cepa
12MB1 (Enterococcus faecium).

Identificacion molecular de la cepa 12mbl mediante
amplificacion y secuenciacion del gen ribosomal 16s rrna.

Se seleccion6 la cepa bacteriana 4cido lactica 12MBI1, que
obtuvo los mejores resultados en las pruebas probidticas in vitro,
y se amplifico una region de 1465 pb del gen ribosomal 16s,
con cebadores 27F (5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3), 1492R
(5 TACGGYTACCTTGTTACGACTT 37) (Tajabadi et al., 2013), utilizando
un programa de amplificacion (Tabla 3).

Tabla 3. Programa de amplificacion

Desnaturalizacion inicial 94°C 4 min
Desnaturalizacion 94°C 30 seg
Anillaje 55°C 35 seg 35 ciclos
Extension 72°C 90 min
Extension final 72°C 10 min
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La secuenciacion del ADN amplificado a partir de la cepa acido
lactica 12MB1 result6 en una secuencia de 1460pb, se pudo determinar su
taxonomia por medio del clasificador de RDP (Ribosomal Database Project)
(tabla 4). La secuencia corresponde a un microorganismo perteneciente al
género Enterococcus con un 100% de confidencia.

Tabla 4. Clasificacion taxonomica de la cepa 12MB1 segtin la base de datos RDP.

Domain: Bacteria

Phylum: Firmicutes
Class: Bacilli
Order: Lactobacillales
Family: Enterococcaceae
Genus: Enterococcus

Al hacer el analisis en la base de datos GenBank, se encontré que dicha
secuencia correspondia en especifico a la especie Enterococcus faecium con
una identidad del 99% y una cobertura del 100%, asi mismo present¢ alta
homologia con la especie Enterococcus hirae con una identidad y cobertura
del 99%.

En este sentido, como no se tenia claridad de a qué especie
correspondia el aislado, se procedi6 a realizar la reconstruccion filogenética;
para esto, se tomaron 8 de las secuencias que presentaron mayor similitud
con la secuencia consenso problema y una secuencia patdgena como
grupo externo. Se construyé un alineamiento multiple en el programa
bioinformatico Mega version 6.0, arrojando una matriz de distancia a
partir de la cual se realizo el analisis filogenético por el método de Maxima
Similitud (Maximum Likelihood), la historia evolutiva se dedujo mediante
el método de Maxima Similitud basado en el parametro modelo Kimura 2
(Kimura M. 1980).

Se obtuvieron automaticamente los arboles iniciales para la busqueda
aplicando algoritmos de Neighbor-Join y BioN]J a una matriz de distancias
de pares estimados utilizando el método de maxima probabilidad
compuesta (MCL) y seleccionando la topologia con valor de probabilidad
de log superior. Se utilizé una distribuciéon Gamma discreta para modelar
las diferencias de velocidad evolutiva entre los sitios (2 categorias (+ G,
parametro = 0,3078)). El analisis involucré 10 secuencias de nucledtidos.
Las posiciones de codon incluidas fueron 1% + 2% + 3% + no codificante.
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Habia un total de 879 posiciones en el conjunto de datos final. Los analisis
evolutivos se realizaron en MEGA 6 y el drbol filogenético construido a
partir de los 8 mejores “hits” con respecto a la base de datos GenBank del
NCBI se muestra en la siguiente figura 15. (Tamura et al., 2013).

KX577639 Enterococcus hirae strain CBT F3
KX499360 Enterococcus sp. strain 31-2
L ABB81221 Enterococcus dispar
DQ411814 Enterococcus faecalis strain ATCC 19433
DQ411816 Enterocaccus saccharalyticus strain ATCC 43076
5 { DQ411815 Enterococcus sulfureus strain ATCC 49903
i3 10096213 Enterococcus cecorum strain: JCM 8724.
- KM977897 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi strain 629
Figura 5. Arbol de distancias construido a partir de los 8 mejores “hits” con

respecto a la base de datos GenBank del NCBL.

[ KP128052 Enterococcus faecium strain AAHED-G

7

A partir del resultado obtenido tras realizar el analisis filogenético
molecular por el método de Maxima Similitud basado en el parametro
modelo Kimura 2 (Kimura M. 1980). Se concluye que la cepa nativa 12M
Bl quien mostré potencial probidtico in vitro corresponde su secuencia de
1460 pb a una cepa de la especie Enterococcus faecium con un 99% de
identidad y 100% de cobertura. De igual manera, se encontré que presenta
un 92% de similitud filogenética con la especie KP128052 Enterococcus
faecium strain AAHED-6 registrada en la base de datos GenBank del NCBI.

La especie Enterococcus faecium encontrada en el presente estudio
pertenece al género de los Enterococcus quienes se encuentran en diversos
nichos ecolégicos incluyendo productos lacteos, donde desempenian un
papel reconocido en caracteristicas organolépticas (Giraffa, 2002). También
son conocidos por producir una o mas bacteriocinas que inhiben una amplia
gama de patdgenos transmitidos por los alimentos, incluyendo Listeria spp.
Esta caracteristica parece tener un impacto en la competencia de nichos y
contribuyen al control de las infecciones patdégenas (Nes et al., 2014).

Los Enterococcus son habitantes naturales del intestino de los
mamiferos y especialmente de la parte terminal del intestino delgado
(Lebreton et al., 2014; Walter y Ley, 2011). Este segmento del intestino
es también el portal de entrada de varias bacterias patogenas tales como
Salmonella y Listeria. Varios grupos han examinado la posibilidad de
reducir la incidencia de estas infecciones utilizando cepas productoras de
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bacteriocinas como Enterococcus mundtii CRL 35 (Salvucci et al., 2011),
Lactococcus lactis DPC 6520 (Dobsonetal., 2011) o Pediococcus acidilactici
UL 5 (Dabour et al., 2009). La produccion in situ de bacteriocinas parecen
proporcionar proteccion contra microorganismos patogenos y potencian
la competencia de nichos gastrointestinales en los mamiferos (Mejia et
al., 2015). Enterococcus faecium LCW 44, exhibi6é un amplio espectro de
actividad antagonica contra Listeria spp. (Vimont et al., 2017) Enterococcus
durans 61A, aislado de la leche fermentada artesanal en Tunez, mostroé un
potente efecto antagonico frente a Listeria, se demostré que esta cepa esta
libre de genes de virulencia; resulté sensible a la Vancomicina y ademas
mostré gran capacidad de sobrevivir bajo condiciones gastrointestinales
simuladas (Hanchi et al., 2016).

En otros estudios, Saelim et al., (2012) reportaron a la cepa
Enterococcus faecium CE5-1 como probidtica y propusieron su uso en el
control de Enterococos resistentes a los antibidticos en pollos. Lan y Kim
(2017) encontraron que la cepa Enterococcus faecium DSM 7134 mejord
la produccion de acidos grasos volatiles (AGVs), aumenté la maduracion
de la estructura intestinal por aumento de las vellosidades, alivio el estado
antioxidante al aumentar el superdxido dismutasa, glutatiéon peroxidasa y
glutation, asi como la disminucion de la concentracion de malonadialdehido.
También reportaron el aumento de Lactobacillus fecal y disminucion de
recuentos de E. coli, asi como disminucién de la puntuacion de diarrea en
los cerdos de destete. De igual manera, Tiantong et al., (2015) realizaron
infusiones intramamarias con Enterococcus faecium SF68 en vacas Holstein
y encontraron que esta cepa tiene un gran potencial para uso intramamario
como formula para proteger mejor las glandulas mamarias contra la invasion
de patégenos inminente tras la estasis de leche y promover una involucion
eficiente de la glandula mamaria en comparacion con los antibidticos
comerciales.

Es importante destacar que Enterococcus faecium fue reconocido en
Brasil como microorganismo probidtico y su uso ha sido autorizado por la
Agencia Reguladora de Salud (ANVISA). En Dinamarca, leche fermentada
que contiene probiodticos de E. faecium Se comercializa (Tamime, 2002)
en Estados Unidos una cultura probiética bajo el nombre de Causido,
(MD Foods, Odense, Dinamarca), que es la combinacion de culturas de S.
thermophilusy E. faecium (Hanchi, 2003). La especie Enterococcus faecium
es entonces, una de las cepas con mayor ntamero de investigaciones, se ha
aislado de diferentes animales y del ser humano, es aceptada en todo el
mundo como cepa probidtica y su aplicacion como aditivo microbiano en
la alimentacion bovina demuestran efectos beneficiosos en el tratamiento
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frente a cepas resistentes a antibiéticos y patégenos, produccion de AGVs,
maduracion de la estructura intestinal, disminucion de la diarrea, mejor
respuesta del sistema inmune, entre otras.

En este sentido, podemos afirmar que la cepa 12MB1 identificada
mediante biologia molecular como Enterococcus faecium aislada de heces
de terneros en levante Romosinuano, posee gran potencial probiotico
in vitro y resulta promisoria para su uso como aditivo microbiano en la
alimentacion bovina.

Conclusiones

En esta investigacion se logré determinar 3 cepas con potencial
probiotico, correspondiente a una cepa acido lactica (12MB1) y dos
cepas tipo Bacillus sp. (12MN2 y 9MN3). Estas cepas mostraron la mayor
tolerancia a las condiciones del tracto gastrointestinal simuladas en este
estudio; destacandose la cepa 12MB1 identificada mediante biologia
molecular como Enterococcus faecium quien tolerd todas las pruebas
probidticas in vitro, con diferencias estadisticamente significativas a sales
biliares 0.3% y crecimiento a 40°C. La cepa nativa con potencial probiético
in vitro Enterococcus faecium aislada de terneros Romosinuano en este
estudio, constituye una alternativa biotecnologica para la produccion
futura de un biopreparado o aditivo probidtico para la alimentacion bovina
del departamento de Sucre.
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Introduccion

Colombia es un pais en el que la ganaderia bovina es la principal
actividad agropecuaria, destacandose que el ganado doble propésito es la
especialidad que concentra el mayor porcentaje a nivel nacional con un
38,8%, mientras que un 35% se dedica a la cria, el 19,8 % a la ceba y el
6,4 % a lecheria especializada, lo que conlleva a que se ocupe el doceavo
lugar en el ranking de producciéon mundial, y el quinto lugar a nivel
latinoamericano (Martinez, 2009).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), recomienda un consumo anual de 188 litros de leche
por persona, y 33 kg de carne magra, sin embargo, a nivel nacional los datos
promedio reportados son de 44 litros de leche y de 10 kg de carne anual por
habitante (Martinez, 2009). La problematica en el sector ganadero del pais
se acentua en razén a que Colombia es uno de los paises con medicamentos
animales mas caros del mundo, asimismo, la presencia de residuos de
antibidticos en la leche aqueja a toda la industria lechera, debido a que
cantidades minimas de antibiéticos en la leche o la carne representan un
problema de salud publica que no debe ser aceptado, ademas de ser ilegal
(Goémez, 2013). Sumado a ello, se presenta el problema de la resistencia
de los microorganismos a los antibidticos, llegando a reducir o eliminar
por completo su accién y uso en el tratamiento de enfermedades (Diaz,
2013). El principal factor incidente es la aparicion de cepas resistentes en el
empleo excesivo de antimicrobianos, con tres propositos basicos: profilaxis,
tratamiento terapéutico y promocion del crecimiento (FAO, 2005).

Los antibioticos y otros antimicrobianos se utilizan ampliamente
en los tratamientos de la mastitis y otras enfermedades infecciosas como
neumonia, podofilitis, etc. Hoy en dia, se utilizan en el tratamiento
profilactico de vacas no lactantes y en este caso, pueden ser excretados
elevados niveles de residuos durante largos periodos después del parto.
Adicionalmente, los antibidticos presentes en la leche pueden inducir
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alteracion de la flora intestinal, desarrollo de microorganismos patégenos
y reduccién de la sintesis de vitaminas; sin embargo, a interior del tubo
digestivo de animales (y el hombre) existen microorganismos que favorecen
la asimilacion de alimentos, debido a que presentan propiedades que
pueden ser aprovechadas, no solo a nivel de la misma agricultura, sino
que también pueden tener aplicaciones médicas, esos microorganismos
son llamados probioticos (OMS, 2004). Los probidticos han sido senialados
como una alternativa al uso de antibidticos promotores de crecimiento
en la alimentacion animal. Asimismo, estimulan la digestion y ayudan a
mantener el equilibrio microbial en el intestino de los animales, acciones
que contrarrestan el estrés derivado de los cambios en las dietas, las
condiciones perjudiciales de manejo, y el ataque de patégenos (Anderson
et al., 1999).

Una de las ventajas de los probioticos es el control de las infecciones
intestinales en el ganado, dado que el uso de antibiéticos a pesar de ser
efectivo en algunos tratamientos ha provocado problemas como la afectacion
de la microbiota intestinal, predisposicion a infecciones y aumento de cepas
resistentes. Ante esta situacion los probidticos constituyen una alternativa
para evitar enfermedades y desordenes intestinales (Avila, 2010).

En el departamento de Sucre, la ganaderia ocupa un lugar muy
importante en la economia, en el ano 2014 las fincas ganaderas ascendian a
17.296 predios, con una poblacion bovina aproximada de 823.131 cabezas
de ganado (Censo Nacional Agropecuario, 2014), y el sector lacteo es uno
de los renglones basicos, con un aporte lechero en el mercado nacional de
634.863 litros diarios aproximadamente, disponibles especialmente para
las plantas procesadoras y centros de acopio, representando el 3,3% de la
produccion de leche diaria a nivel nacional (Dimas, 2016). Sin embargo, la
produccion de leche en Sucre ha bajado entre un 40 % y 50 % por la sequia
y afecciones gastricas (Aguilera, 2005)

Uno de los probidticos mas utilizados en alimentacion animal,
tanto en monogastricos como en rumiantes; son las bacterias de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, aunque algunas formulaciones
pueden incluir algunas cepas de Streptococcus, Enterococcus,
Pediococcus, Propionibacterium, Bacillus y Escherichia (Rodriguez, 2015).
Adicionalmente, cultivos de levaduras y mohos se utilizan como aditivos
comerciales para mejorar la fermentacion ruminal. Estos se designan
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“Direct Feed Microbes” o “alimentacion directa con microorganismos” y
se les asocia con capacidad fibrolitica o degradativa de paredes celulares;
siendo Saccharomyces cerevisiae y Asperguillus niger los mas utilizados
para este proposito (Caja et al., 2003).

Existe un relativo consenso de que las mejores respuestas en rumiantes
se han observado en casos de vacas lecheras, y los efectos reconocidos en
rumiantes se atribuyen al aumento de la celulolisis ruminal y del flujo
de proteina microbiana al intestino (Van Vuuren, 2003). Actualmente, la
raza Gyr y el cruce con esta raza, se ha convertido en una alternativa para
mejorar la productividad lechera de los hatos del departamento, debido
a su aptitud para la produccion de leche y adaptacion al tropico. A pesar
de la vocacion ganadera de Sucre, es muy poco lo que se conoce y se ha
reportado acerca del potencial que puede representar el ganado, por ello es
importante desarrollar estudios que evalten las caracteristicas probidticas
de levaduras nativas aisladas a partir de estiércol de vacas lecheras de raza
Gyr en el departamento de Sucre.

Identificar los microorganismos con caracteristicas probidticas en
vacas lecheras de raza Gyr en el departamento de Sucre, permitird conocer
el potencial uso de estos microorganismos, segun los resultados que se
obtengan, lo que contribuira significativamente a la comunidad cientifica
interesada, dado que al respecto es nueva informacion para el sector
ganadero del departamento.

Caracterizacion de las propiedades probiodticas in-vitro de
levaduras aisladas a partir de muestras de estiércol de vacas
lecheras de raza gyr.

Caracterizacion de las levaduras aisladas.

En el departamento de Sucre solo 6 haciendas poseen ganado de
raza Gyr puro, de las cuales se muestre6 un 66,7%, correspondiente a 4
haciendas ubicadas en los municipios de Sampués, Toluviejo, Corozal y
Sincé. Lamuestra de heces fue tomada del recto del animal e inmediatamente
se depositd en un recipiente estéril con una capa de aceite mineral para
mantener en condiciones de anaerobiosis. En total se colectaron 4 muestras
posteriormente fueron trasladadas en cavas con hielo hasta el laboratorio
de biotecnologia de la universidad de Cérdoba para su procesamiento.
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A partir de un pool de heces de 12 vacas raza Gyr sanas (3 de cada
hacienda), de 53 a 96 meses de edad, alimentadas a base de maiz, pasto,
vegetales y sin antibidticos, se aislaron 9 cepas de levaduras que crecieron
tras diluciones y purificacion en medio SDA (Rondoén et al., 2008), las
cuales fueron caracterizadas morfologicamente. En la tabla 1 se muestran
las principales caracteristicas morfologicas de las cepas aisladas.

Tabla 1. Caracteristicas morfologicas de las levaduras nativas aisladas de las
muestras de heces de vacas lecheras raza Gyr en el departamento de Sucre.

CARACTERISTICAS | CARACTERISTICAS TINCION
MACROSCOPICAS MICROSCOPICAS CON AZUL DE
Morfologia Gram LACTOFENOL

Ausencia de

MEDIO DE | CEPAS
CULTIVO | (Cédigo)

Colonias grandes, color o )
KSPS 5B ) Positivo pseudohifas y
blanco, borde irregular )
clamidosporas

Ausencia de
KSPS 3A Colonias medianas, Positivo pseudohifas y

circulares, color crema, clamidosporas

con bordes enteros
KSPS 3’A Positivo

Presencia de

pseudohifas
Doble pared,

presencia de

KSPS 4A Positivo clamidosporas,
Sabouraud .
ausencia de

Dextrosa Colonias grandes, pseudohifas

Agar (SDA)

circulares, elevadas, Presencia de
KSPM 6’A Positivo
borde enterro pseudohifas

Presencia de
KSPS 5°A Positivo Clamidosporas y
pseudohifas

KISDA 4A Positivo

- , Ausencia de
Colonias medianas,

dohif:
KSPM 6A | circulares, color blanco, Positivo pseudontiasy
clamidosporas
borde entero

) Presencia de
Colonias grandes, color o )
KSPM 6'B ) Positivo Clamidosporas y
blanco, borde irregular

pseudohifas

Fuente: Cdlculos del estudio
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Dentro de los microorganismos aislados, las levaduras una vez
crecidas en medio SDA fueron sembradas en Chromagar en donde 8 de
las 9 cepas mostraron un crecimiento de color verde, y azul, lo que indica
que poseen caracteristicas del género Candida, descartando la continuidad
de estas en el proceso de seleccién de microorganismos con caracteristicas
probioticas. La cepa KSPS 3’A mostré un crecimiento de color amarillo
cremoso por lo que esta cepa se seleccioné para la realizacion de pruebas
probioticas.

Caracteristicas probioticas de los aislados

Tolerancia a cambios de pH. La cepa KSPS 3’A se evalud a
diferentes valores de pH, 3, 4, 5.6 y 7 (incubacion a 37 °C durante 24
hrs); la sobre-vivencia y resistencia se comprob6 al com-parar el conteo
de microorganismos viables del inéculo, con las células sobrevivientes
después de la incubacion (Zavaglia et al., 1998); el porcentaje de resistencia
se calculo con la formula de (Kociubinski et al., 1999): % R pH = [(UFC/
mL) MRS pH x 100] / (UFC/mL) MRS (iné6culo), estableciéndose como
criterio de seleccion resistir a un pH por encima del 50 %.

Al observar el comportamiento de la cepa de levadura sometida a
diferentes concentraciones de pH se evidencio que KSPS3’A (Kluyveromyces
marxianus/Candida kefyr) mostré crecimiento en todas las concentraciones
de pH como se evidencia en la Figura 1.

10,00 660
E 9,00 ’ 778
O 800 7,22
5 6,54
= 7,00
w 6,00
2 500
2 400
c
aé 3,00
5 2,00
S 1,00

0,00

3 4 5,6 7

Concentraciones de pH

Figura 1. Crecimiento (log 10 ufc/ml) de la cepa KSPS3’A frente a diferentes
concentraciones de pH (3, 4, 5,6 y 7).
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Esto concuerda con lo reportado por You et al., (2006) quienes, en la
busqueda de microorganismos probidticos en los alimentos, aislaron una
cepa de Candida kefyr de granos de kefyr y la sometieron a condiciones de
simulacion del tracto gastrointestinal. Esta levadura mostro altas resistencias
al ambiente acido y no murio incluso a pH 2,0, resultado que le confiere
una ventaja y la convierte en una posible opcion probidtica. Asimismo,
Maccaferri et al., (2012) investigd diversos rasgos probidticos potenciales
de K. marxianus utilizando ensayos in vitro, encontrando que esta levadura
sobrevivio en condiciones de simulacion gastrica a pH 2 con un valor final
de 4,97 log cfu/mL. Estos resultados también concuerdan con los obtenidos
por Mendoza., (2013) quien evalué la capacidad probiotica de la levadura
K. marxianus, aislada a partir de una muestra de pulque y para ello fue
sometida a valores de pH entre 1.5 a 4 por hasta 24 horas, siendo capaz de
sobrevivir a estas condiciones.

Esta resistencia a cambios de pH se debe posiblemente a que existen
sistemas intracitoplasmicos que permiten regular su equilibrio acido base
tal como sucede con otras levaduras lo cual hace que puedan soportar
variaciones de pH, particularmente la acidez tal como lo menciona Fujimori
et al., (2007), quien senala que la tolerancia de las levaduras a diferentes
valores de pH se debe a los antiportadores de la bomba de Na+/H+ que
poseen las levaduras, estos son proteinas encontradas en la membrana
citoplasmatica asi como en los organelos de las células, estas proteinas
catalizan el intercambio de cationes monovalentes (Na+ o K+) y H+ a través
de las membranas, de tal modo que regulan las concentraciones de cationes
y pH a nivel citoplasmatico y de los organelos (Mitsui et al., 2005; Ohgaki
et al., 2005).

Viegas et al., (1998) sugieren que existe otro mecanismo adicional
de las levaduras para regular el pH y la concentraciones, se trata de una
ATPasa, codificada por el gen PMA 1 que se localiza en la membrana
citoplasmatica, esta puede crear un gradiente electroquimico de protones
que conduce al transporte secundario de solutos que esta implicado en
mantenimiento del pH cercano a la neutralidad y que ademas de ser un
componente critico de la adaptacion de la levadura a los acidos., es ttil
para muchas de las funciones fisiolégicas de la levadura como la toma de
nutrientes y la regulacion intracelular.
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Tolerancia a sales biliares. El ensayo se realiz6 con diferentes
concentraciones de sales 0,05, 0,1, 0,15y 0,3 % p/v ajustado el pH =7, e
incubacién a 37 °C durante 24 h, la sobrevivencia y resistencia se comprobé
me-diante la determinacion del numero de célu-las viables (UFC)
(Brizuela, 2003; Rubio et al., 2008, Rondon et al., 2008; Avila et al., 2010).
Como resultado del comportamiento respecto a la tolerancia que exhiben
los microrganismos a las diferentes concentraciones de sales biliares se
pudo evidenciar que la cepa KSPS3’A (Kluyveromyces marxianus/ Candida
kefyr) también presento crecimiento en todas las concentraciones de sales
biliares como se observa en la Figura 2.

3,00

2,50

2,45
2,15
2,00
1,60
1,48
1,50
1,00
0,50
0,00
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Crecimiento (log 10 ufc/ml)

Figura 2. Crecimiento (log 10 ufc/ml) de la cepa KSPS3’A frente a diferentes
concentraciones de sales biliares (0,05%; 0,10%; 0,15%; y 0.3%).

Este comportamiento es similar al sefialado por You et al., (2006) en
una de sus investigaciones donde K. marxianus muestra una alta tolerancia
a la sal biliar al 1,0%, con un porcentaje de supervivencia de 97,2% luego
de ser sometida a una simulacion del tracto gastrointestinal. De igual forma
Mendoza et al., (2013) con la finalidad de comprobar la resistencia de la
levadura a las sales biliares, realizaron un ensayo exponiendo a K. marxianus
a diferentes concentraciones de sales biliares, mostrando ser resistente a
concentraciones de 0.05% a 0.30%, y se observé que la cantidad de ufc/
ml de las levaduras en todos los casos se mantiene en el orden de 1X106,
indicando su tolerancia las diferentes concentraciones evaluadas. .
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Estudios similares propuestos por Gilliand (2004) y Kihle (2005)
reportaron que cepas de levaduras como S. cerevisiae y S. var. boulardii
mostraron resistencia a concentraciones de sales biliares de 0.30% (p/v)
observando que dichas cepas crecian incluso después de 4 horas de
incubacion, para el estudio de K. marxianus el mayor periodo de incubaciéon
fue de 24 horas lo cual representa una ventaja al ser un periodo de tiempo
mucho mas grande.

Tolerancia a cloruro de sodio (NaCl). Se realiz6 una evalucion
de KSPS3’A (Kluyveromyces marxianus/ Candida kefyr), a diferentes
concentraciones de NaCl, 2,4, 7y 10 % p/v, e incubacion a 37 °C durante
24 h; (Rondén et al., 2008), ésta cepa mostré crecimiento en todas las
concentraciones, disminuyendo la densidad optica a medida que la
concentracion de NaCl aumentaba como se observa en la Figura 3.
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Figura 3. Promedios de crecimiento (Absorbancia 600 nm) de la cepa KSPS3’A
frente a las diferentes concentraciones de NaCl (2%; 4%; 7%; y 10%).

Resultados similares reportaron Cardona., (2014), Diaz., (2013)
y Pacheco (2013) en sus respectivas investigaciones donde a medida
que se incrementaba la concentracion de Cloruro de Sodio, disminuia el
crecimiento de las levaduras evaluadas.

Prueba de antagonismo. La capacidad inhibitoria de KSPS3’fue
evaluada contra Salmonella sp, Pseudomona y E. coli, sembradas en forma
masiva en agar Muller Hinton. Observando que KSPS3’A (Kluyveromyces
marxianus/ Candida kefyr) presenté halo de inhibicion frente a Samonella
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(0,95 mm) y E.coli (0,98 mm), pero no frente a Pseudomona sp. Como se
observa en la Figura 4.

KSFSY'A vs £ Coff HSPSY'A vs Pseudomona sp. KEPS'A ve Sadmanells

Figura 4. Promedios de crecimiento (Absorbancia 600 nm) de la cepa KSPS3’A
frente a las diferentes concentraciones de NaCl (2%; 4%; 7%; y 10%).

You et al., (2006) reportaron que Candida kefyr no fue inhibida
por el antibidtico tetraciclina. Estos resultados sugieren que esta levadura
posee propiedades ttiles como probidticos. Otras investigaciones sefialan
que K. marxianus inhibio el crecimiento de Klebsiella pneumoniae en
ensayo in vitro, cabe mencionar que en algunas ocasiones la inhibicion del
crecimiento de un microorganismo patégeno puede darse no solo por la
produccion de sustancias antimicrobianas, sino por la competencia en la
superficie de adhesion en el intestino, o por la competencia por nutrientes
(Mendoza., 2013)

Existen levaduras como Saccharomyces boulardii, que son capaces de
inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos pertenecientes a las
cepas de Clostridium difficile, Vibrio cholerae, Escherichia coli, y algunas
otras bacterias enteropatdgenas (Elmer y Corthier., 1991). Asimismo,
Rodriguez et al., (1996) reporta que la levadura Saccharomyces boulardii
es capaz de inhibir la multiplicacién de Salmonella typhimurium y Shigella
flexneri, y Klebsiella pneumoniae en estudios in vitro.

Otro factor importante del cual depende la inhibicion de un
microorganismo patégeno es de la cantidad del inéculo. Al analizar
la inhibiciéon de Staphylococcus aureus por Lactobacillus casei y L.
acidophilus, Salvatierra et al., (2004) reporté que el efecto depende de
la concentracion del inéculo y del tipo de patégeno lo que sugiere que
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el efecto inhibitorio del microorganismo probidtico depende tanto de la
especie de microorganismo patégeno y su concentracion, asi como de la
concentracion del microorganismo inhibidor, Rodriguez et al., (1996).

Prueba de fermentacion de la glucosa. Se utiliz6 caldo MRS que
contenian 0,2 % v/v de una solucion de purpura de bro-mocresol (0,5 %)
y campanas de Durham; la producciéon de gas se evidencié mediante la
presencia de gas en las campanas y luego de incubacion a 37 °C durante
48 hrs (Rubio et al., 2008, Rondoén et al., 2008). K. marxianus presentd
produccion de gas (Ver Figura 5), lo que sugiere que la glucosa se fermento.
Esta levadura puede ser de mucha importancia para metabolizar el oxigeno
residual que entra con los alimentos manteniendo una anaerobiosis en
el rumen. Diaz, (2013) report6 que levaduras aisladas de cerdo zungo
costenno, producen gas (CO2) y Pacheco, (2013), reporté datos similares
al evaluar la produccion de gas por levaduras aisladas de heces de gallinas
ponedoras; lo que en monogastricos no es favorable por que puede producir
trastornos digestivos; pero en rumiantes, hay una serie de mecanismos por
los cuales se aprovecha el CO2 producto de la fermentacion ruminal. Como
el metabolismo microbiano es anaerobio; y por lo tanto, no existe una
cadena respiratoria que acepte estos hidrogeniones, los microorganismos
los transfieren a distintos aceptores o sumideros de hidrogeno; Uno de los
mas importantes es el carbono (CO2), originando la formacion de metano
(CH4) (Relling y Mattioli 2003).

Figura 5. Capacidad de fermentacion de glucosa de la cepa de levadura KSPS3’A
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Tolerancia a cambios de temperatura. KSPS3’ (K. marxianus) fue
soemtida a temperaturas de 30 y 40°C por un periodo de 24h (Rubio et
al., 2008, Rondon et al., 2008; Avila et al., 2010). K. marxianus presento
un crecimiento satisfactorio en ambas temperaturas, siendo 40°C donde
obtuvo valores mas altos como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. . Crecimiento (Log 10 ufc/ml) de la cepa de levadura KSPS3’A a 30°C
y a 40°C.

Existen muchas investigaciones que han seleccionado como objeto
de estudio a K. marxianus, y en ellas se observa como esta levadura ha
tenido un extenso rango de temperatura de crecimiento.

Gouch et al., (1996) afirmaban que Kluyveromyces marxianus tenia
una temperatura de crecimiento optimo que oscilaba entre 20 y 30°C.
Diestra et al., (2015) senalé que la temperatura de crecimiento de este
microorganismo es 39°C, y You et al., (2006) senalaron que Candida kefyr
mostro una alta estabilidad térmica y de reproduccién a 60 ° C.

Por su parte Mendoza, (2013) muestra que el rango de temperatura
para K. marxianus oscila entre 27°C y 43°C ubicandola en la categoria de
termo resistente a diferencia de otras levaduras que son mas sensibles a
la temperatura. Una muestra de ello, la sustenta Kumura., (2004) quien
senala que Saccharomyces sp tiene una temperatura optima de crecimiento
a37°C, y Salazar et al., (2016) quienes reportan que Lactobacillus curvatus
en compania de las levaduras Candida famata, Can. magnoliae, Can.
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krusei/incospicua y Can. sphaerica tuvieron una temperatura 6ptima de
crecimiento a 33,5 °C.

Prueba de crecimiento.

La cepa de levadura que resistio la presencia de sales biliares y
acidez se cultivo en 30 ml de caldo de guayaba agria, y se incubd a 37
°C durante 24 y 48 hrs; se realizé una curva de crecimiento para ver su
comportamiento en el tiempo con los siguientes horarios de incubacién (
0,6, 12,18, 24 y 30 horas) (Rondon et al., 2008), encontrandose que cepa
KSPS3’A (K. marxianus) mostré un crecimiento exponencial ya que se va
incrementando a medida que aumenta el tiempo Figura 7.
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Figura 7. Crecimiento (Log 10 ufc/ml) de la cepa de levadura KSPS3’A a 30°C
y a 40°C.

Adicionalmente se observd que su fase estacionaria se encuentra
entre las 16 y 22 horas, finalmente la fase de muerte después de las 23
horas. Estos resultados difieren de los reportados por Mendoza, (2013)
quien senal6 que la fase logaritmica de K. marxianus inicia a la hora 3, su
fase estacionaria es de las 27 a las 36 horas y la fase de muerte después de
las 39 horas.

Es necesario resaltar que para la cepa KSPS3’A en su fase estacionaria
existen poblaciones de 7,8x107 UFC/ml, cantidades optimas de
microorganismos para la preparacion de un inoculo a partir del cual se
pueda elaborar un producto nutricional como alternativa para ofertar a la
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comunidad una vision de produccion, reduccion de las patologias entéricas
de origen bacteriano, y reduccién de costos para el propietario al disminuir
la frecuencia de patologias digestivas en el ganado. Esto concuerda con los
resultados reportados por Cavazzoni., (1998) quien senala que el ntimero
de microorganismos que debe contener un preparado comercial probiético
debe ser de 106 — 108 ufc/mL, para que al llegar a las células blanco puedan
actuar sobre el huésped.

Identificacion a nivel molecular las levaduras con potencial
probidtico probadas in-vitro.

Teniendo en cuenta que la cepa KSPS3’A obtuvo buenos resultados
en las pruebas probioticas “in-vitro”, se selecciond para ser identificada
mediante biologia molecular. Para ello se aislo y purificé su DNA, con el fin
de posteriormente amplificar por PCR de la region genética que codifica para
la subunidad 16s del RNA ribosomal de procariotes. Una vez hecho esto,
se purifico el fragmento de PCR amplificado, acto seguido se secuenci6 por
extension del iniciador del fragmento de 1465 pares de bases con cuatro
diferentes iniciadores y se realizo un analisis bioinformatico comparativo
con bases de datos de secuencias de DNA de levaduras para el alineamiento
y generacion de un arbol de distancias utilizando las secuencias con mayor
similitud a la secuencia problema y por ultimo se realiz6 la clasificacion
taxonomica de la secuencia consenso.

Con respecto a la cepa de levadura KSPS3’A, los resultados del analisis
taxonémico de esta secuencia de 708 pb contra la base de datos nr/nt del
NCBI, indicaron que la secuencia problema tiene un 100% de identidad en
el 100% de su longitud con secuencias de ITS pertenecientes a las especies
Kluyveromyces marxianus. Este mismo anadlisis fue realizado contra la base
de datos UNITE y RDP (Warcup Fungal ITS) especializadas en secuencias
de hongos y el andlisis indica que la secuencia tiene mayor similitud con
secuencias de Kluyveromyces marxianus (Figuras 8 y 9).
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Database{s) used: UNITE {(fungi) + INSD { = GenBank, EMBL, DDBJ) + Enwvir.

BLASTN 2.2.29+

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
KY183837 Kluyveromyces marxianus 1278 8.8
KY¥183833 Kluywveromyces marxianus 1278 8.8
KEY183808 Kluyveromyces marxianus 1278 8.8
Ky1a38008 Kluywveromyces marxianus 1278 8.8
KEY1a3799 Kluywveromyces marxianus 1278 a.a
KEY183795 Kluywveromyces marxianus 1278 8.8
KY¥1la3798 Kluywveromyces marxianus 1278 8.8
HO396523 Kluywveromyces marxianus 1278 8.8
FM177658 Kluyveromyces 1278 8.8
LC269188 Kluyveromyces marxianus 1274 8.8
KY183791 Kluywveromyces marxianus 1272 2.4
KEY1a3787 Kluywveromyces marxianus 1272 8.8
EY183785 Kluywveromyces marxianus 1272 a8.a
HO814731 ISHAM:MITS769 Kluywveromyces marxianus 1272 8.a
KEY183834 Kluywveromyces marxianus 1269 a8.a
KY¥183824 Kluywveromyces marxianus 1269 a.8
KY183816 Kluyveromyces marxianus 1269 8.8
KY183739 Kluywveromyces lactis 1269 8.8
KP132323 ISHAM:MITS77V Kluyveromyces marxianus 12689 a.a
KY183827 Kluywveromyces marxianus 1267 a.8
KY183826 Kluywveromyces marxianus 1267 a.8
KEY183825 Kluywveromyces marxianus 1267 a.8
KY¥1la3801 Kluywveromyces marxianus 1267 8.8
KY183781 Kluywveromyces marxianus 1267 8.8
KY183818 Kluywveromyces marxianus 1265 8.8
KY1a3779 Kluyveromyces marxianus 1265 8.8
KRE8898908 Kluywveromyces marxianus 1265 8.8
KR889884 Kluywveromyces marxianus 1265 8.8
KEP132348 ISHAM:MITS772 Kluyveromyces marxianus 1265 a.a
KP132330 ISHAM:MITS771 Kluywveromyces marxianus 1285 @a.8
KP132337 ISHAM:MITS7ET Kluyveromyces marxianus 1265 a.a
KP132336 ISHAM:MITS7EG Kluywveromyces marxianus 1265 a.8
KP132335 ISHAM:MITS7ES Kluywveromyces marxianus 1265 a.a
KP132334 ISHAM:MITS764 Kluywveromyces marxianus 1265 .8
KP132333 ISHAM:MITS7E3 Kluyveromyces marxianus 1285 a.a
KP132337 ISHAM:MITS76E2 Kluyveromyces marxianus 1265 a.a
KP132321 ISHAM:MITS7E]1 Kluyveromyces marxianus 1285 a.a

Figura 8. Resultado de la comparacion de la secuencia KSPS3’A contra la base
de datos UNITE.

Classifier :: Hierarchy View

Classifier:  RDP Maive Bayesian rRNA Classifier Version 2.11, September 2015
Taxonomical Hierarchy:  Warcup Fungal ITS trainset 2
Query File:  classifier_seq_upload6459400259698256113.FASTA
Query Submit Date:  Tue Jul 18 14:19:41 EDT 2017

Display depth: Confidence threshold: Refiesh
domain % Library
Fungi 100.0

Hierarchy View (click a node to make it the root -- only show sequences assigned to that node with confidence above the threshold):
norank Root (1 sequences) [show assignment detail for Root only ] download entire hisrarchy as text fle
» » domain Fungi (1)

» » phylum Ascomycota (1)

» » » subphylum Saccharomycotina (1)

» » class Saccharomycetes (1)
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Figura 9. Resultado de la comparacion de la secuencia de KSPS3’A contra la
base de datos Warcup fungal RDP
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Adicionalmente, se cotejo contra la base de datos especializada en

levaduras YiestID indicando que la secuencia tiene una mayor similitud con
Kluyveromyces marxianus (Figura 10).

Score E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value
al99 | T | Kluyveromyces marxianus NRRL Y-8281, CBS 712 |ITS 1255 0.0
al%8 | T | Kluyveromyces dobzhanskii CBS 2184 |ITS 1053 6.0
a5282 | N | Kluyveromyces lactis CLIB 21@ |[ITS 1007 o©.0
a200 | NT | Kluyveromyces lactis CBS 683 |ITS 1007 0.0
a201 | T | Kluyveromyces wickerhamii CBS 2745 |ITS 892 0.0
a203 | T | Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 |ITS 670 0.0
a202 | T | Kluyveromyces nonfermentans CBS 8778 |ITS 666 0.8
a208 | T | Lachancea cidri CBS 4575 |ITS 365 e-101
a207 | T | Lachancea fermentati CBS 707 |ITS 365  e-101
a5251 | IT | candida ascalaphidarum ATCC MYA-4358, CBS 1015... 351 7Je-97
abé666 | T | Wickerhamomyces ciferrii CBS 111 |ITS 349  3e-96
a205 | T | Lachancea waltii CBS 6438 |ITS 347 1le-95
a4746 | T | Yamadazyma terventina CBS 12510 |ITS 343 2e-94
a4194 | T | candida dendronema CBS 6270 |ITS 343 2e-94
a4188 | T | candida germanica CBS 4185 |ITS 343 2e-94
ad527 | T | Wickerhamomyces edaphicus CBS 108408 |ITS 341  Ge-94
a5722 | T | Wickerhamomyces subpelliculosa CBS 5767 |ITS 341  Ge-94
a33%94 | T | Schwanniomyces vanrijiae CBS 6246 |ITS 341  Ge-94
a4341 | T | candida chilensis CBS 5719 |ITS 341  Ge-94
a5702 | T | candida silvicultrix CBS 6269 |ITS 341  Ge-94
ad4759 | T | Lachancea lanzarotensis CBS 12615 |ITS 339  3e-93

Figura 10. Resultado de la comparacién de la secuencia de KSPS3’A contra la
base de datos YiestID

Al realizar una comparacion de la secuencia de KSPS3’A contra la
base de datos del GenBank el analisis arrojo que la especie Kluyveromyces
marxianus present6 un 100% de identidad con la secuencia de dicha cepa,
corroborando el resultado de identificacion de la cepa analizada.

Kluyveromyces marxianus es una levadura perteneciente a la familia
Saccharomycetaceae, es la forma sexual o teleomorfa de Candida kefyr,
termotolerante, y exhibe una alta tasa de crecimiento a 40°C (Seyis y aksoz.,
2004). Las colonias de K. marxianus son de color crema a dorada y con la
pigmentacion rosada ocasionada debido a la produccion del pigmento de
quelato de hierro (Kurtzman et al., 2011).

Los biofilms de esta levadura son a menudo resistentes a los agentes
antifingicos comunmente utilizados, debido ala dificultad en la penetracion
de la matriz polimérica extracelular (Nerurkar et al., 2012). Dentro de las
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caracteristicas de este microrganismo se puede encontrar que crece en una
gran variedad de sustratos y a altas temperaturas que oscilan entre 20° C
hasta 39°C, con un pH 6ptimo entre 6 y 7 (Fonseca et al., 2008).

El uso industrial de K. marxianus es principalmente en la conversion
de lactosa en etanol como precursor para la produccion de biocombustible
(Lane et al., 2011) la capacidad de K. marxianus para reducir la lactosa
es util debido a la posibilidad de transformar residuos industriales de
suero de leche, un producto problematico de desecho para su eliminacion,
en biomasa util para piensos, aditivos alimentarios o combustible (Lane
et al., 2011). Ciertas cepas también se pueden utilizar para convertir el
suero en acetato de etilo, una fuente de combustible alternativo. (Looser
et al., 2015). K. marxianus también se utiliza para producir las enzimas
industriales: inulinase, B-galactosidasa y pectinasa. Looser et al., (2015)
dice que debido a la tolerancia al calor de K. marxianus, son posibles altas
fermentaciones térmicas, lo que reduce los costos normalmente gastados
para el enfriamiento, asi como el potencial de contaminacién por hongos
o bacterias. Ademas, las fermentaciones a temperaturas mas altas ocurren
mas rapidamente, haciendo la produccion mucho mas eficiente (Yang et
al., 2015).

Debido a la capacidad de K. marxianus de utilizar simultaneamente
lactosa y glucosa, su prevalencia en los entornos industriales es alta, ya que
disminuye el tiempo de producciéon y aumenta la productividad (Fonseca
et al., 2013). Recientes esfuerzos han intentado utilizar K. marxianus en la
produccién de aromas alimentarios a partir de productos de desecho de
tomate y pimiento como sustrato (Guneger et al., 2015). Maccaferri et al.,
(2012) desarrollo una investigacion en la cual evaluaron las propiedades
probioticas de Kluyveromyces marxianus B0399 utilizando ensayos
in vitro, incluyendo la adhesion y la modulacion inmune, y el efecto
de la administracion de 107 UFC / dia de K. marxianus B0399 sobre la
composicion y la actividad metabdlica de la microbiota intestinal humana,
todo esto en un sistema de cultivo continuo de 3 etapas que simulaba el
colon humano. Los resultados de esta investigacion demostraron que esta
cepa fue muy adhesiva a las células Caco-2 similares a enterocitos humanos
y modulé la respuesta inmune, induciendo citocinas proinflamatorias
en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs). En presencia
de estimulacion inflamatoria con lipopolisacarido (LPS), K. marxianus
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B0399 provocéd disminuciones en los niveles de produccion de citocinas
proinflamatorias en PBMCs y células Caco-2, mejorando asi la respuesta
inflamatoria. Ademas, afecté a la microbiota del colon, aumentando la
concentracion de bifidobacterianos en las etapas del sistema del modelo
colénico que simula el colon proximal y transverso. Las cantidades de
acetato de acidos grasos de cadena corta y propionato también aumentaron
después de la suplementacion con levadura. Finalmente, se encontré que
K. marxianus B0399 induce una disminucion del potencial citotoxico del
sobrenadante de cultivo de la primera etapa del sistema de modelo de
colon. Los efectos de K. marxianus B0399 sobre la adhesion, la funcion
inmune y la microbiota colonica demuestran que esta cepa posee una
serie de propiedades beneficiosas y especificas de cepa deseables para un
microorganismo considerado para su aplicacion como probidtico.

Por su parte Ceugniez et al, (2017) aislaron recientemente
Kluyveromyces marxianus S-2-05 y Kluyveromyces lactis S-3-05 de un
queso francés tradicional, Tomme d’Orchies, y caracterizaron las ventajas
de aplicacion de estas cepas sobre el queso. Obteniendo como resultado
su actividad anti-Salmonella principalmente en presencia de K. marxianus
S-2-05. Ademads de su antagonismo, estas levaduras fueron capaces de
sobrevivir en condiciones que imitan el medio gastrointestinal para formar
biofilms en un dispositivo abiético tal como poliestireno, dejando ver que
las superficies de las paredes de las células poseen propiedades hidrofilicas
y capacidad de adhesion a las células Caco-2 intestinal, aumentando asi su
potencial como cepas probioticas.

Vale la pena resaltar la investigacion desarrollada You et al., (2006) en
la que evaluaron las propiedades probioticas de Candida kefyr encontrando
que la actividad enzimatica fue mayor en amilasa (0,33 + 1,12 pmol / min
/mg) y que el numero maximo de esta levadura en la curva de crecimiento
se alcanzo a las 30 h de fermentacion. Ademas, Candida kefyr mostré altas
resistencias al ambiente acido, incluso a pH 2,0., y mostro6 una alta tolerancia
a la sal biliar correspondiente a 97,2% de supervivencia en presencia de sal
biliar al 1,0%. Sin dejar de lado, que presenté una alta estabilidad térmica a
60 ° C. y no fue inhibido en su totalidad por la tetraciclina. Estos resultados
sugieren que Candida kefyr tiene propiedades ttiles como probiético.
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Conclusiones

*la cepa de levadura KSPS 3’A mostré potencial probiotico,
exhibiendo tolerancia a las condiciones del tracto gastrointestinal,
Tales como: diferentes concentraciones de pHs, sales biliares, altas
concentraciones de NaCl, actividad inhibitoria a patégenos, fermentacion
de glucosa y temperatura de 40°C.

* La identificacion a nivel molecular dio como resultado que la cepa
KSPS 3’A corresponde a la levadura Kluyveromyces marxianus con un 99%
de identidad en el 100% de su longitud, por lo que se propone como cepa
con potencialides probioticas.

* Kluyveromyces marxianus posee las caracteristicas idoneas para la
elaboracion de un biopreparado que pueda ser probado en vacas lecheras
de raza Gyr en el departamento de Sucre.
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Introduccion

El manejo de los residuos solidos constituye a nivel mundial
un problema para las grandes ciudades, factores como el crecimiento
demografico, la concentracion de poblacion en las zonas urbanas, el
desarrollo ineficaz del sector industrial o empresarial, los cambios en
patrones de consumo y las mejoras del nivel de vida, entre otros, han
incrementado la generacion de residuos solidos (Ojeda et al, 2008).

En Colombia, los procesos agricolas, forestales y pecuarios suelen
producir una considerable cantidad de desechos, los cuales no son
aprovechados energéticamente, e incluso en ocasiones no cuentan con una
disposicion final apropiada, lo que produce mas contaminacion ambiental.
El departamento de Sucre no esta excepto a esta problematica pudiendo
destacar los residuos organicos provenientes del sector agropecuario,
consideradas una de las actividades econdmicas que genera una considerable
cantidad de volumen. Donde se estima un drea sembrada de 25.883
hectareas, que equivalen al 2,9% del drea total agropecuaria, se destacan
la yuca y el niame con las mayores areas cultivadas (AGRONET, 2016). El
sector pecuarios principalmente por la ganaderia bovina, presenta el mayor
aporte al PIB (Producto Interior Bruto) del departamento de Sucre, con una
participacion 21,1% con 880.495 cabezas de ganado (Aguilera, 2005). Los
residuos producidos a partir de estas actividades tienen como disposicion
final en la mayoria de los casos en los sistemas de tratamiento de aguas
residuales, en donde ocasionan el colmatado de los mismos debido a su
lenta degradacion ocasionando alto impacto ambiental (Acharya et al,
2012).

Estos desechos, segin su naturaleza y composicién quimica, pueden
resultar utilesen diferentes campos; siendo el compostaje un método eficiente
en la eliminacion de estos residuos, que permite ademas el aprovechamiento
del producto final, mediante un proceso con tecnologia limpia, ya que la
degradacion se realiza, por la interaccion de los microorganismos con los
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residuos por medio de secreciones de enzimas hidroliticas que tienen un
papel fundamental en la despolimerizacion de los componentes organicos.

El compostaje es un proceso que tiene una duracion variable, dado
por la calidad de los residuos, el tamaio de particula, disposicion de la
pila, relacion carbono/nitrégeno, aireacion, humedad y poblacion biologica
activa. El periodo de transformacion es cercano a 180 dias (Cariello, et
al, 2007). Una alternativa para mejorar este proceso es la incorporacion
de células viables o latentes de microorganismos (hongos, bacterias
filamentosas, no filamentosas y micorrizas) que han sido aislados de los
insumos utilizados para compostar o de otros origenes con capacidad
de sintesis de enzimas hidroliticas bajo diferentes condiciones de pH
y temperatura que permitan acelerar el proceso (Granados y Rodriguez,
2007; Moreno, 2008).

En algunos estudios han realizado la inoculacién de microorganismos
alaspilas de compostaje, donde se han obtenido buenos resultados, viéndose
aumentada la velocidad del proceso, al inocular la pila con Streptomyces
spp, Bacillus licheniformis, Phanerochaete, Pleurotus, Trichoderma y
Aspergillus (Chen et al, 2013; Tiquia, 2002). En trabajos desarrollados
por De Carlo et al., (2001) ensayaron indculos obtenidos con cultivos
monomicrobianos de microorganismos extraidos de pilas de compostaje,
no encontrando diferencias significativas en el tiempo de compostaje. Sin
embargo, el inéculo constituy6 un agregado significativo en ntimero para
producir una bioaumentacion y la reduccion del tiempo de formacion y
maduracion del compost (De Carlo et al., 2001).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de un consorcio de
microorganismos con actividad celulolitica y amilolitica aislados de los
residuos bovinaza, gallinaza y concha de yuca en el compostaje de tres
mezclas de residuos agropecuarios producidos en el departamento de Sucre.

Caracterizacion fisico-quimica de los residuos agropecuarios

Se recolectaron aproximadamente 80 kg de cada residuo agropecuario
(bovinaza, gallinaza, concha de yuca y contenido ruminal), de los cuales
se tomaron 10 gr y se sometieron a secado y molienda para su posterior
analisis fisico-quimico. (RAS. 2000).
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La determinacion de los parametros fisico-quimicos de los materiales
a compostar es una de las variables mds importantes a tener en cuenta,
ya que de ellas depende el comportamiento del proceso de compostaje
(Hurtado, 2014). La humedad del compostaje en gran parte esta dada por
la naturaleza estructural de los materiales, en los resultados se observa que
el contenido ruminal fue el que mayor porcentaje de humedad presento
con 80.4%, mientras que el mayor porcentaje de carbono organico lo tuvo
la bovinaza y el porcentaje de nitrégeno mas alto lo presenté la gallinaza,
como se muestra en la tabla 5, indicando que la composicion nutricional
depende de la naturaleza de los los residuos organicos (Bonivento, 2012).

Tabla 5. Resultados de las pruebas fisico-quimicas de los residuos agropecuariosa

compostar.
RESIDUO
PARAMETRO . Concha Contenido .
Bovinaza . Gallinaza
de yuca ruminal
Porcentaje de
60.3 8.92 80. 31.5
humedad % / 4 *
pH 7.17 7.7 6.8 7.97
Carbono organico 4 36 40.95 41
%
Nitrogeno total % 1.6 0.95 1.7 3.0

Fuente: cdlculos del estudio

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la caracterizacion
fisico-quimica de los residuos agropecuarios, considerando que la relacion
C/N para comenzar el compostaje debe ser de 25:1 a 30:1 establecida por
la FAO (1991) y los calculos correspondientes a la ecuacion establecida por
Richard y Trautmann (1996), se determiné la cantidad necesaria de cada
residuo para obtener las mezclas 6ptimas (Tabla 6).
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Tabla 6. Composicion de las mezclas para la evaluacion del proceso de compostaje.

Peso de los residuos agropecuarios (Kg)
MEZCLA . Concha de Contenido .
Bovinaza . Gallinaza
yuca ruminal
1 2 4 - 2
2 - 3.2 2 2.8
3 2 - 4 3

Fuente: cdlculos del estudio

Determinacion de caracteristicas fisicas y quimicas durante
el proceso de compostaje

Para establecer la dinamica del proceso de compostaje y marcar cada
una de las etapas del proceso, y asi de esta forma determinar el efecto de
la inoculacion del consorcio microbiano en la velocidad de maduracion.
Se hizo control y seguimiento durante un periodo de 74 dias, en el que se
evaluo la temperatura, el pH y la humedad; las cuales reflejan la actividad
microbiana y la adecuada mineralizacion de la materia organica (Cronje et
al. 2003).

* Temperatura.

De acuerdo con Fogiel (2003) la temperatura es la forma mas
conveniente y significativa de monitorear el progreso de una pila de
compost, ya que ésta es el indicador mas importante de la actividad
metabolica de los microorganismos implicados, el calor de la pila es
producido por la oxidacion aerobica de los subproductos por parte de la
poblacion microbiana asociada al proceso e indica el final de la fase bio-
oxidativa en la cual el compost ha adquirido madurez, debido a que la
curva de temperatura se estabiliza definitivamente, no variando con el
volteo del material (Jiménez et al, 2008).

Las figuras 1, 2 y 3, ilustran el comportamiento de la temperatura
en los compostajes de las tres mezclas en sus distintos tratamientos con
la inoculacion del consorcio microbiano. De acuerdo con las graficas, se
observa como en todos los tratamientos que recibieron in6culo alcanzaron
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temperaturas mas altas. Ademas, los picos mas marcados se alcanzaron
entre la cuarta y quinta semana de inicio del proceso mientras que en los
tratamientos sin inéculo se alcanz6 una semana después que el resto de los
tratamientos.

En los tratamientos sin inoculo (T1, T5 y T9), se observa que la
temperatura sube paulatinamente desde el inicio del proceso (fase mesofila)
y contintia aumentando progresivamente hasta alcanzar su maximo en la
quinta y sexta semana (fase termofila). A partir de esta fase, la temperatura
empez6 a disminuir hasta llegar a un rango de 35 a 34°C al momento de
culminar las mediciones (74 dias). Para los tratamientos T2, T3, T4, T6, T7,
T8, T10, T11 y T12 (con 25, 50 y 75 ml/Kg de in6culo respectivamente)
el efecto de la inoculacion del consorcio microbiano en el comportamiento
de la temperatura fue evidente, se estimulo la actividad microbiologica y la
degradacion de la materia en cada uno de los tratamientos, presentandose
un aumento de la temperatura en la lectura siguiente a la semana inmediato
a la inoculacion de los microorganismos.

El comportamiento inicial de los tratamientos inoculados es
semejante al presentado en los tratamiento sin inoculo, sin embargo en
éstos, la fase termofila se presento en la tercera semana con un promedio de
temperatura de 40 a 47°C donde se adicioné nuevamente en inéculo con
los microorganismos termofilos, se observa un descenso de la temperatura
en varios tratamientos; lo cual, puede estar relacionado con el volteo de
las mezclas para su aireacion, luego se presenta un segundo aumento de la
temperatura, alcanzando los mayores picos en la quinta semana, un tiempo
menor al mostrado por los tratamientos sin inéculo, éste incremento de
la temperatura de las pila es producido por la oxidacion aercbica de los
subproductos por parte de la comunidad microbiana asociada al proceso,
pues cuando estos respiran la temperatura incrementa por la produccion
de CO2 liberado. Lo anterior, es fundamentado por Stentiford, (1996);
Bonivento, (2012).

Es importante destacar que los picos mas altos de temperatura
(57— 61°C), coinciden con los tratamientos donde se adicioné la mayor
inoculacion del consorcio microbiano, mas exactamente en los tratamientos
T3,T4,T7,T8,T11 y T12 donde se adicionaron 50 y 75 ml/Kg del inoculo,
respectivamente.
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Después del segundo ascenso en la temperatura, ésta vuelve a
descender, alcanzando al término de 1 mesy 25 dias temperaturas similares
a la del ambiente, esto posiblemente debido a la muerte de la microbiota
termofila lo que se traduce al proceso de la segunda fase mesofila posterior
a esto se presenta el inicio del proceso de maduracion durante este tiempo
algunos tratamientos presentaron la aparicion de hongos visibles, los cuales
son indicadores de la segunda fase mesofila. Lo anterior, es fundamentado
por Meléndez y Soto, (2003); Sélimo, (2005).
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Figura 1. Temperatura en el compost de los tratamientos
T1 a T4 en la mezcla 1.
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Figura 2. Temperatura en el compost de los tratamientos
T5 a T8 en la mezcla 2.
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Tiempo [Dias)

Figura 3. Temperatura en el compost de los tratamientos
T9 a T12 en la mezcla 3.

El tiempo estimado de finalizacion del proceso de compostaje en los
tratamientos con inoculacion de microorganismos es aproximadamente 56
dias, mientras que los tratamientos sin indculo alcanzaron estabilizacién en
las temperaturas después de 75 dias. Haciendo evidente que la inoculacion
del consorcio microbiano redujo el tiempo de variacion con respecto a la
temperatura del compost y que fue mas eficiente en los procesos inoculados
con 50 y 75 ml/Kg. Lo cual es sustentado en los resultados reportados por
Tortarolo et al, (2008); Laich (2011), Martinez et al, (2013) quienes afirman
que la presencia de bacterias en gran ntumero y su consumo de carbohidratos
produce un aumento en la temperatura reflejado principalmente en las
primeras 3 semanas de compostaje, producto de la altisima actividad
microbiologica que se da en la composta al quemar la energia de los azucares
en el proceso de respiracion de los microorganismos y ademas explican que
al término de la sexta semana de observacion el compost con inoculacion
ya ha alcanzado temperaturas cercanas a la ambiente, lo cual no se presentéd
en los tratamientos sin inéculo.

Con respecto a las mezclas de residuos utilizadas se obtuvo que las
mayores temperaturas registradas 60 — 61°C, fueron las de los tratamientos
con la mezcla 3 (Bovinaza, Contenido ruminal y gallinaza). Es posible que
el incremento de la temperatura en estos tratamientos denote una alta
actividad microbiana y también debida en parte al porcentaje de residuos
agropecuarios mezclados, ya que segin Van Heerden et al, (2002), la
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fase termofilica del compostaje de residuos frescos se caracteriza por un
incremento del grupo de microorganismos dominantes durante esta etapa.
Por otra parte, entre mayor sea la diversidad biolégica de los materiales,
mas rapido sera el aumento de la temperatura en el compost.

De forma general, el comportamiento de la temperatura para todos
los tratamientos fue acorde al dinamismo normal de la temperatura en
los procesos de compostaje, y los picos de temperatura alcanzados en
los tratamientos inoculados con el consorcio microbiano, confirman la
importancia que adquiere la actividad enzimatica microbiana en la elevacion
de la temperatura y mas rapida descomposicion de los residuos.

e Humedad.

La presencia de agua dentro de las mezclas durante el proceso de
compostaje es de gran importancia, ya que es el medio por el cual se
transportan las sustancias y nutrientes para que sean asimilados por los
microorganismos presentes en el proceso. Las figura 4, 5 y 6, muestran el
comportamiento promedio de la humedad en cada uno de los tratamientos
por mezclas durante los 74 dias en que se monitorio el compostaje.

En la mayoria de los tratamientos se observa una distribucion
uniforme del porcentaje de humedad en el proceso de compostaje, esto
implica que se tiene un control del contenido de humedad.

Desde el inicio hasta el dia 30, todas las mezclas presentaron un
marcado descenso de la humedad, llegando a un porcentaje promedio
de 45% siendo mas evidente en los tratamientos T3, T4, T7, T8, T1l y
T12 inoculados con 50 y 75 ml/Kg del consorcio microbiano. Este cambio
de humedad implica que se perdié agua principalmente por evaporacion
debido a la alta temperatura que se alcanzé durante los primeros 30 dias
del compostaje, demostrando asi que hay una relacion directa entre la
temperatura y el porcentaje de humedad, ya que en este tiempo trascurria
la fase termofila y es donde se alcanzaron las mayores temperaturas. Los
resultados de esta investigacion son similares a los reportados por Franco
y Urzua, (2006), quienes utilizaron sustratos agroindustriales, lodo y
desechos de mataderos, en el compostaje de estos residuos la humedad se
mantuvo entre 35y 45%. Al igual que los reportados por Martinez y Pérez,
(2016), quienes en su estudio evaluaron el efecto de los microorganismos
eficientes en el proceso de compostaje con estiércol bovino. Encontrando
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que los porcentajes de humedad se mantuvieron entre el 40 y 70% de
humedad.
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Figura 4. Humedad promedio registrada durante el compostaje de los
tratamientos T1 a T4 en la mezcla 1.
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Figura 5. Humedad promedio registrada durante el compostaje
de los tratamientos T5 a T8 en la mezcla 2
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Figura 6. Humedad promedio registrada durante el compostaje
de los tratamientos T9 a T12 en la mezcla 3.

La humedad al inicio del proceso presenta en un promedio de 55 a
62% en todos los tratamientos, el cual es apropiado para iniciar el proceso
de compostaje, debido a que la humedad optima para el crecimiento
microbiano se encuentra en un rango entre 50 y 70%, por debajo de 30%
la actividad biologica disminuye principalmente en las bacterias, ya que
los hongos y actinobacterias permanecen activos a humedades mas bajas
y valores por encima de 70% afecta negativamente la disponibilidad de
oxigeno y puede originar condiciones de anaerobiosis y un lavado de
nutrientes por lixiviacion como lo indica Uribe et al, (2001).

e pH.

El pH es un factor muy importante que influye sobre la actividad
microbiana, es un parametro que puede condicionar la actividad biologica
que degrada la materia organica y puede seleccionar a las poblaciones
microbiana presentes en cada momento, ya que las bacterias se desarrollan
mejor en pH cercano a la neutralidad con un rango comprendido entre 6 -
7,5, mientras que los hongos se desarrollan mejor en medio acido, aunque
toleran un margen mas amplio de pH (5-8). Sin embargo, el compostaje
puede desarrollarse dentro de un amplio rango de pH (3-11), considerando
como valores 6ptimos los comprendidos entre 5,5 y 8,0 (Negro et al. 2010).

Las figuras 7, 8 y 9 describen la variacién del comportamiento
promedio del pH de las tres mezclas durante los 74 dias del proceso
de compostaje. Se observa en las graficas que independientemente del
tratamiento con o sin adicion del indculo el dinamismo es muy similar,
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iniciando los 12 tratamientos con un valor promedio de pH ligeramente
acido alrededor de 5.8 y 6.4. Es asi como a partir del dia 16 se observa
un descenso en los niveles de pH en las mezclas, y a partir de este punto
los tratamientos incrementan el pH alrededor de 7.3 y a partir del dia 56
tienden a estabilizar el pH (6 a 7), manteniéndose sobre estos niveles hasta
el final del proceso. Estos resultados se relacionan con lo mencionado por
Martinez et al, (2008) quien encontré que la dinamica del pH muestra una
tendencia a disminuir luego del primer volteo producto de una posible
liberacion de acidos organicos y luego aumenta hacia el final del proceso
en especial en los tratamientos con estiércol.
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Figura 7. Variacion del pH respecto al tiempo en los tratamientos
T1 a T4 en la mezcla 1.
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Figura 8. Variacion del pH respecto al tiempo en los tratamientos
T5 a T8 en la mezcla 2.
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pH
.
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—T9(0) =—T10(25ml/Kg) ——T11(50ml/Kg) =——T12(75ml/Kg)

Figura 9. Variacion del pH respecto al tiempo en los tratamientos
T9 a T12 en la mezcla 3.

Segun Sanchez (2001), la evolucion del pH en el compostaje presenta
tres fases. Durante la fase mesofita inicial se observa una disminuciéon
del pH a la formacion de acidos organicos durante el proceso de
degradacion de las fracciones de materia organica mas labiles por accion
de los microorganismos. En una segunda fase se produce una progresiva
alcalinizacion del medio, debido a la perdida de acidos organicos y la
generacion de amoniaco procedente de la descomposicion de las proteinas
Y en la tercera fase el pH tiende a la neutralidad debido a la formacion
de compuestos htimicos que tienen propiedades tampon. Esto concuerda
con lo dicho por Sundberg, (2005), quien plantea que la variacion en el
pH durante el proceso de compostaje se debe a cambios constantes en
la composiciéon quimica del sustrato, ademas que el pH esta influenciado
por tres sistemas acido-base: el sistema carbonico, con el dioxido (CO2)
que se forma durante la descomposicion y puede escapar en forma de
gas; el sistema amonio (NH4+) — amoniaco (NH3), que se forma cuando
se descomponen las proteinas y el sistema de acidos organicos como el
acético y el lactico. Estos sistemas se combinan para formar la curva tipica
del pH del compostaje, donde se presenta un descenso en la fase inicial,
un aumento en la fase de maxima actividad y por ultimo la tendencia a
la estabilizacion, lo que se relaciona con los resultados obtenidos en el
presente estudio.
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Determinacion de las caracteristicas fisicas evaluadas al final
del proceso de compostaje

¢ Olor.

Al inicio del proceso las mezclas presentaban olores caracteristicos
de acuerdo con los sustratos utilizados en cada una. Al aumentar el
proceso estos olores fueron disminuyendo a medida que los compuestos
se degradaban.

Al finalizar el proceso ninguna de las mezclas presento olores
desagradables y se ajusta a lo descrito por Canet (2007), que los olores
generados por los residuos en las fases iniciales, causados principalmente
por sustancias volatiles (acidos organicos, amoniaco entre otros)
desaparecen, dando al compost maduro un olor caracteristico similar al
de la tierra humeda, producido fundamentalmente por la excrecion de
geosmina, metabolito secundario producido por los Streptomyces, los
cuales predominan durante la fase de maduracion del compost.

e Color.

La descomposicion de los materiales de las mezclas a lo largo del
proceso cambi6 gradualmente, las mezclas 1 y 2 presentaron color marrén
en estado seco, pero en condiciones humedas eran color marrén oscuro.
Estos resultados estan fundamentados en lo reportado por Canet (2007)
quien argumenta que el compost toma un color marrén oscuro, casi negro
debido al mayor grado de humificacion de los residuos. También describe
que el color final depende principalmente del material inicial; ademas el
color también se debe a la degradacion que sufrieron las diferentes mezclas
que conformaron los diferentes tratamientos como la lignina, celulosa,
la hemicelulosa entre otros. El color del compost también sirve como un
indicador de la maduracion o finalizacion del compostaje en cuanto al
drenaje y aireacion, porque no se distingue el color inicial de los diferentes
tratamientos evaluados.

Asi, en las mezclas que contenian mas de un tipo de estiércol como la
mezcla 3 que el color final fue generalmente mas marron.
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Determinacion de caracteristicas quimicas del compost.
* Relaciéon Carbono-Nitrégeno (C/N).

El contenido de carbono organico (%) es considerado un indice
de calidad del compost. La norma técnica colombiana (2004) indica que
este parametro debe tener un valor total alrededor del 15% al finalizar el
proceso.

EnlaTabla 7 se relacionan los resultados obtenidos para los parametros
carbono organico (CO), nitrogeno total (NT) y la relacion C/N, en esta se
observa que los valores de CO encontrados en los compost se aciertan en el
rango exigido por la norma, siendo el tratamiento T9 con 16,12 % el que
mayor porcentaje de CO obtuvo y T5 con 9,86% el de menor porcentaje.
Sin embargo, se observé que para todos los tratamientos la cantidad de
CO disminuyé con respecto a la que iniciaron el proceso de compostaje.
Segun Inbar et al, (1991) y Zmora et al, (2005) la disminucion en el CO es
un buen indicador de la madurez del producto final ya que las sustancias
htimicas son resistentes a la degradacion y la mayoria de sus componentes
contienen CO en el compost maduro.

Tabla 7. Porcentaje de carbono organico (CO), nitrogeno total (NT) y la relacion C/N
final del compost en los tratamientos evaluados.

Tratamiento CO (%) NT (%) C/N (%)
T1 11,531 1,26 ¢ 9,15
T2 123¢ 1,01 13,21°
T3 15,4 P 1124 12,214
T4 1521 1,15¢ 13,75%
T5 9,86k 1,04¢ 0,48
T6 11,531 1,05¢ 10,98¢
T7 15,63° 1,68 ® 93¢
T8 14,96 ¢ 1,74 8,590 ¢
T9 16,12 ¢ 1,64 b 9,82¢
T10 13,56 1,224 11,11¢
T11 12,938 1,224 10,59 <«
T12 142°¢ 1,33¢ 10,67 <

Fuente: cdlculos del estudio. Promedios de C. orgdnico y relacion C/N (prueba de Tukey,
p>0.05 y promedio de Nitréogeno con letras diferentes difieren significativamente (prueba
de Kruskal Wallis, p<0.05).
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Lo anterior, se complementa con lo reportado por Bernal et al,
(1998) quienes encontraron que el CO esta altamente correlacionado con
la cantidad de carbono mineralizado, observando esto en siete compost
realizados a partir de desechos agricolas y residuos municipales. Las
altas tasas de mineralizaciéon en un compost inmaduro pueden causar
efectos perjudiciales sobre el crecimiento de las plantas ya que generan la
competencia por el nitrégeno y el oxigeno.

El analisis de NT total reporta valores entre 1,01 y 1,74%. Los valores
registrados se encuentran dentro del rango suministrado por la FAO (1991),
quien considera que los niveles de NT adecuados en el compostaje oscilan
entre 0,4 a 3,5%; este aspecto se sustenta ademas con Acosta y Peralta,
(2015), los cuales realizaron compost a partir de residuos agricolas donde
encontraron valores entre 1.07 y 3.9% de nitrégeno; Hurtado, J. (2014)
quien reporté valores de 0,81 y 0,83% y la FAO (1997) muestra criterios
de evaluacion de nitrogeno alrededor de 0,30%.

En la tabla 7 se observa la relacion C/N de los tratamientos evaluados.
Siendo los tratamientos T4 y T2 (13,75% y 13,72%) respectivamente,
los que presentaron diferencias estadisticas con respecto a los demas
tratamientos, siendo los tratamientos sin inoculo los que menor porcentaje
de relacion C/N presentaron (T1 9,15%, T5 9,48% y T8 8,59%). Segun la
NTC 5167 debe ser inferior a 25 y cercana a 15 segtin Ribeiro et a., (2007).
De igual forma, Ballesteros, (2001) propone que el carbono disminuye
debido a que el carbono se convierte en anhidro carboénico, por lo cual la
relacion C/N debe alcanzar un valor cercano a 10/1 al concluir el proceso;
esto concuerda con los resultados obtenidos por Kalil et al, (2007) donde
después de 75 dias de compostaje de residuos de plaza, poda y contenido
ruminal, obtuvo una relacion C/N final de 11.

Analisis de elementos mayores y menores.

Alosproductos obtenidosse lesrealizaron losandlisis correspondientes
para determinar su contenido de nutrientes al final del proceso de
compostaje (74 dias). Las Tablas 8 y 9 muestran los resultados obtenidos
en el andlisis de cada uno de los elementos estudiados.

De acuerdo con los resultados obtenidos el analisis de la materia
organica (MO) reporta valores entre 30,12 y 34,73% en todos los
tratamientos evaluados (Tabla 8), la FAO (1991), plantea que la materia
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organica adecuada en los compostajes esta en un rango de 25 a 80%, lo
cual confirma que los niveles de MO obtenidos son acordes y funcionales
para utilizarlos como enmiendas agronémicas o acondicionador del suelo.
Lo anterior se corrobora con los resultados obtenidos por Huang et al,
(2005) donde el porcentaje de MO al final del proceso de compostaje (63
dias) se encontraba alrededor del 33%.

Los tratamientos que mayor porcentaje de MO obtuvieron fueron T4,
T8 y T12 (33,11, 33,94 y 34,73%) respectivamente, que corresponden a
aquellos que fueron inoculados con 75ml/Kg del consorcio microbiano.
Las sustancias humicas que hacen parte de la materia organica se forman
por degradaciéon quimica y biologica de los residuos vegetales y animales,
y por actividades de sintesis llevadas a cabo por microorganismos del suelo
(Roman et al, 2013), lo anterior puede explicar la razén por la cual estos
tratamientos tuvieron un mayor porcentaje de materia organica, ya que al
estar en contacto con un mayor niumero de microorganismos con capacidad
degradadora influyendo asi en el resultado.

Defrieri, (2005) indica que la materia organica disminuye a medida
que avanza el proceso de compostaje, y determiné en su estudio valores del
40%, asi mismo que el contenido final sera el resultado del valor inicial de
MO, de su degradabilidad y de la transformacion que haya sufrido durante
el proceso. Soliva y Lopez, (2004), afirman que este es un parametro de
gran importancia cuando se utiliza el compost como enmienda ya que
incide de forma positiva sobre las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas
del suelo.

Para el analisis de los elementos obtenidos se tuvo como referencia la
tabla de datos de elementos quimicos de suelo del Laboratorio de Analisis
Quimico de Suelos de la Universidad del Quindio.

En la Tabla 8 se observa la concentracion de azufre registrada al final
del compostaje de los diferentes tratamientos evaluados; se encontraron
diferencias estadisticas entre los tratamientos, siendo T9 (180 ppm), T10
(160 ppm) y T11 (130 ppm) los que presentaron la mayor cantidad de
azufre con respecto a los demas tratamientos, esto puede estar relacionado
a que estos tratamientos tienen en comun la mezcla de los residuos
agropecuarios (mezcla 3), también puede estar relacionado con el uso
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que le dio la microbiota a los componentes de estos residuos, las cuales
contribuyeron a la liberacion del fosforo.

Tabla 8. Andlisis de elementos mayores, menores y materia organica en los 12

tratamientos.
PARAMETRO
TRATAMIENTO M.O S P K Ca Mg
% ppm ppm | meq/100 | meq/100 | meq/100
T1 32,41 40! 32,1 28,920 21,92 5,81"
T2 32,07 40 46,9t 29,168 29 44¢ 7,764
T3 32,60 70" 36,5 31,20¢ 33,89¢ 8,2¢
T4 33,11 40 71,7 | 4243 29,754 7,08
T5 31,92 30! 35,80 28,23 20,34% 5,89"
T6 30,12 60 63,5 29,53 26,32 591°
T7 31,83 50 57,4¢ 29,85¢ 24,06 5,918
T8 33,94 504 74,3 29,944 35,46° 9,36
T9 31,79 180% 52,1% | 27,24k 25,588 5,44
T10 32,19 160* 79 42,200 38,25° 8,53
T11 31,79 130® | 45,6 25,75 23,68 4,42
T12 34,73 60 48,4 28,69 32,67¢ 6,08!

Promedios de elementos mayores y menores con letras diferentes difieren

significativamente (prueba de Kruskal Wallis, p<0.05).
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Tabla 9. Andlisis de elementos mayores y menores en los 12 tratamientos.

PARAMETRO

TRATAMIENTO Na Fe Cu Zn Mn

Meq/100 ppm ppm ppm ppm
T1 6,4 3080,67¢ 3,0¢ 147,30 350,53"
T2 5,0 4044,20% 491P 192,90¢ 407,90
T3 6,1% 3474 43¢ 4,93b 197,604 433,20¢
T4 19,04 4454,93* 5,56 216,00° 466,47"
T5 6,7 3297,60% 3,66° 134,60 321,83
T6 18,7¢ 3523,03¢ 4,58¢ 180,20 432,204
T7 21,9 3717880¢ 431« 170,608 410,43¢
T8 20,4 4306,67* 4,95 211,40¢ 445,80°
T9 10,8" 2423,13% 3,54 163,73" 408,07"
T10 234 2423,13% 5,37* 247,13 521,13
T11 13,28 2041,038 2,80 139,60* 337,53'
T12 16,8 3323,97¢ 3,75¢ 158,43 358,308

Promedios de elementos mayores y menores con letras diferentes difieren
significativamente prueba de Kruskal Wallis, p<0.05).

El analisis del fosforo mostro diferencias significativas en tres de los
tratamientos siendo T10 (79 ppm) y T8 (74,3 ppm) los que presentaron
diferencias estadisticas con respecto a los demds tratamientos, los
tratamientos que en menor cantidad de fosforo presentaron fue T1 (32,1
ppm), T2 (46,9 ppm), T5 (35,8 ppm) y T11 (45,6), sin embargo segin
la tabla de referencia para valorar estos resultados advierte que se califica
como valores medios entre 20 y 40ppm y altos los que estan por encima
de 40 ppm. Los altos valores en la disponibilidad de fésforo coinciden
con lo senalado por Singh, Maskina y Meelu, (1995), quien ha reportado
incrementos en la disponibilidad de fésforo mediante la utilizacion de
estiércol en los compostajes.

El contenido final de potasio se muestra en la tabla 8, en la cual el
T4 (42,43 meq/100) es el que presenta mayor contenido de este elemento,
ademas tiene una diferencia estadistica significativa en relacion con los
demds tratamientos. El T10 tiene un contenido de 42,29 meq/100, los
demds tratamientos no sobrepasan los 31,20 meq/100. Segun la Tabla
de referencia para valorar estos resultados advierte que se califican como
valores altos los que estan por encima de 0,40 meq / 100 gr. Lo anterior,
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concuerda con FAO (1991), quien advierte que el potasio debe fluctuar en
rangos de 0,4 a 1,6%, y los 12 tratamientos ofrecen valores que flucttian
entre 1,0 y 1,93% para este elemento.

Pérez et al, (2010) obtuvo resultados similares utilizando gallinaza la
cual presenta un valor cercano al 1% para este elemento, y con bovinaza
valores por encima de 1%. Estos resultados concuerdan con el presente
estudio en el cual el T4 que contiene como sustrato inicial bovinaza, concha
de yuca y gallinaza presento un valor final alto para el potasio.

El contenido de calcio, (Tabla 8), fue superior en el T10 (38,25
meq/100), seguido del T8 (35,46 meq/100), el menor contenido lo presento
el T5 (20,34 meq/100). Hurtado, (2014) reporta para los tratamientos
evaluados un contenido de calcio que estan entre 34 y 50 meq/100, los
cuales son muy parecidos a los resultados obtenidos en el presente estudio.
Para el contenido de magnesio en la tabla 22, el T8 present6 un valor muy
superior (9,36 meq/100) respecto a las demas muestras, las cuales tienen
un contenido final en promedio de (6,51 meq/100), a excepcion del T11
el cual present¢ en nivel mas bajo (4,42 meq/100). El Magnesio en el suelo
se puede lixiviar mas facilmente que el calcio, pero si proviene de abonos
organicos tiene menos peligro de perdida. (Munoz, 2005). Esto plantea
una de las muchas ventajas que tienen el compost como acondicionador
del suelo.

Para el contenido de final de sodio en la tabla 9, los resultados
indican que el T10 fue el presenté mayor concentraciéon de este elemento
(23,4 meq/100), seguido del T7 con un valor de (21,9 meq/100); ademas
estos dos tratamientos presentan una diferencia estadistica significativa en
comparacion con los demas tratamientos. Siendo el T2 el que present6 un
menor contenido (5,0 meq/100).

En la Tabla 9 se representa el contenido de hierro en los 12
tratamientos. Los tratamientos T4 y T8 presentaron el mayor valor de este
elemento (4454,93 y 4306,67 ppm) respectivamente, y ademas de tener
una diferencia significativa con respecto a los demas tratamientos, pero
no entre ellos. La alta concentracién de hierro en estos tratamientos se
puede deber al proceso de degradacion que tuvo la mezcla y que ambos
compartian esta misma (mezcla 1).
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Para el contenido de cobre (Tabla 9), el tratamiento 4 presenté el mayor
contenido (5,56 ppm) el cual mostré diferencias significativas, seguido de
los tratamientos T2, T3 y T8 (4,91, 4,93 y 4,95 ppm) respectivamente,
entre los cuales no hubo diferencias significativas, pero si con el resto de
tratamientos. Siendo T9 y T11 los que menor contenido de este elemento
presentaron (3,54 y 2,80 ppm) respectivamente.

En lo que respecta, al contenido de zinc, el tratamiento 5 presento
el valor mas alto (134,60 ppm), seguido del tratamiento 4 (216,00 ppm).
El menor contenido lo presento el tratamiento 5 (134,60 ppm). Duran y
Henriquez, (2007) reporta que en 3 de los 5 vermicompost evaluadas se
obtuvieron valores mayores a (279 mg/Kg), en particular el tratamiento en
el cual se utilizaron residuos domésticos.

El contenido de manganeso (Tabla 9), se observa que en los
tratamientos 8 y 10 presentaron el mayor contenido (445,80 y 521,13
ppm) respectivamente y los que presentaron diferencias estadisticas con
respecto a los demas tratamientos, mientras que los tratamientos 5 y 11
fueron los que menor contenido de este elemento presentaron (321,83 y
337,53 ppm) respectivamente.

En general, se puede concluir que los compost obtenidos de cada
tratamiento cumplen con las cantidades de elementos mayores y menores
establecidas porla FAO (1991), siendo los tratamientos T4, T8 y T10 los que
sobresalieron reportando los valores mas altos para los minerales evaluados
(Tablas 8 y 9), cabe destacar que estos tratamientos fueron tratados con el
inoculo del consorcio microbiano evaluado a concentraciones de 75ml/Kg
(T4y T18)y 50ml/Kg (T10), lo que indica que la adicién del inéculo influye
de forma positiva sobre el proceso de descomposicion y mineralizacion de
los residuos agropecuarios compostados.

Los compostajes que se produjeron a partir de los 12 tratamientos,
por su contenido nutricional los hacen sin duda un material proporcionado
para ser usado como mejoradores del suelo o abono organico, esto
concuerda con lo argumentado por Suquilanda (1996), quien expresa que,
al incorporar compost, se mejoran las propiedades quimicas, aumenta
el contenido en macro nutrientes N, P, K y micro nutrientes y mejora la
actividad biologica del suelo.
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Conclusiones

El potencial de compostaje del consorcio de los microorganismos
estudiados fue positivo ya que el valor de la relacion C/N, tradicionalmente
utilizada para establecer el grado de madurez de una composta, bajo
considerablemente durante el proceso. Asi mismo, se observo en la variable
temperatura donde los picos mas altos de temperatura (57— 61°C), se
presentaron en los tratamientos donde se adicioné la mayor inoculacion
del consorcio microbiano, (tratamientos T3, T4, T7, T8, T11 y T12) donde
se adicionaron 50 y 75 ml/Kg del inéculo, respectivamente.

El tiempo de madurez del compost obtenido con la inoculacién del
consorcio microbiano en los 74 dias del proceso logré disminuirse en los
tratamientos inoculados con el consorcio microbiano a 50 y 75 ml/Kg, lo
que sugiere que la adicion del inoculo influye de forma positiva sobre el
proceso de descomposicion y mineralizacion de los residuos agropecuarios
compostados, acelerando el proceso y ser utilizado en corto tiempo para el
mejoramiento de la calidad de suelos pobres.

El compostaje inoculado con el consorcio microbiano con actividad
celulolitica y amilolitica es una alternativa que puede mejorar la disposicion
final de los residuos agropecuarios generados en el departamento de Sucre,
contribuyendo a la recuperacion y el reciclaje de nutrientes.
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Introduccion

El levante de novillas es una de las etapas basicas en toda explotacion
lechera, debidoaque conformanelreemplazodelosanimales que anualmente
deben abandonar el hato por problemas productivos, reproductivos,
sanitarios y de edad, razon por la cual los terneros en esta fase demandan
especial cuidado en su manejo, por ser la segunda etapa mas critica del
desarrollo y determinar en gran medida el inicio de la eficiencia del proceso
completo (FEDEGAN, 2000; Cueva, 2014). No obstante, la disponibilidad
de novillas destinadas a cumplir esta funcion, frecuentemente es afectada
por practicas deficientes de alimentacion, retardando el inicio de la vida
reproductiva a causa de problemas de salud en las becerras, principalmente
por el mal suministro de calostro, alimentacion con sustituto de leche de
baja calidad, cambios abruptos en la dieta y situaciones de estrés (Soto et al.,
2011). Lo cual, genera desbalances causados por la presencia de bacterias
entéricas, las cuales provocan disminucion en la digestion y absorcion
de nutrientes y por lo tanto, el retardo en la produccion, situacion que
ha sido documentada por Armstrong et al (1988) y Parker y Armstrong
(1987), sin contar con otros factores que pueden inducir la ruptura del
equilibrio intestinal, como las diarreas que disminuyen considerablemente
la barrera inmune, al posibilitar a los patogenos, la implantacion, adhesion
y proliferacion en las células epiteliales del intestino (Gaggia, Mattarelli &
Biavati, 2010).

Esta problematica ha suscitado la suplementacion de las dietas con
antibioticos, que son efectivos como promotores del crecimiento. Sin
embargo, la administracién inadecuada de estos compuestos ha generado
diversos problemas como el incremento en la resistencia bacteriana, la
pérdida de la microbiota intestinal benéfica y el aumento en los niveles de
residuos de antibidtico que quedan en la carne y en los subproductos de
la misma (Wallace, 1992; Linton, et al., 1988; Torres et al., 2002). El uso
de probidticos es una de las alternativas naturales al uso de los antibiéticos
promotores de crecimiento, ya que al ser administrados en cantidades
adecuadas reducen la mortalidad, producen mejor digestibilidad,
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ganancia en peso y mayor indice de conversion alimentaria (Gutiérrez,
Montoya y Vélez, 2013), sin contar que estimulan el crecimiento de los
microorganismos benéficos y suprimen los patdgenos por competicion y
produccion de acido lactico (Freitas et al., 2003). Ademas, su consumo en
la alimentacion animal es una de las formas de generar produccion limpia y
desarrollo competitivo a gran escala, sin efectos colaterales en el animal ni
en sus productos (Gutiérrez, Montoya y Vélez, 2013).

La adopcién de nuevos procesos biotecnoldgicos es la herramienta
para cambiar la manera de produccion del ganadero manteniendo y
mejorando su posicion en el mercado interno hasta poder acceder a
mercados internacionales. Ademas, no todas las fincas lecheras estan
certificadas, lograrlo desde buenas practicas de manejo, brindaria beneficios
al productor a nivel social y econémico, debido a que se crea personal
capacitado con mejores aptitudes; se mejora la inocuidad de la leche y
como resultado se protege la salud de los consumidores y se preserva la
calidad del medio ambiente (Taborda, 2011). Asimismo, la ganaderia seria
mas competitiva puesto que se lograria un maximo rendimiento productivo
en cuanto a cantidad y calidad de los productos para que su costo sea el mas
bajo posible y prevenga la aparicion de trastornos digestivos o metabdlicos
(Villena & Jiménez, 2002).

El desconocimiento de los microorganismos con potencial probiotico
proveniente del estiércol bovino y las pocas investigaciones realizadas por
falta de tecnologias y carencia de animales fistulados en el departamento de
Sucre, estan dejando de lado el aprovechamiento del mismo para que las
organizaciones ganaderas adquieran gran importancia econémica haciendo
uso de probidticos de cepas autéctonas de la region, obtenidas a bajo
costo y a partir de materias primas baratas, debido a que los probidticos
comercializados son importados y tienen un alto costo (Wannaprasat
et al.,, 2009). Bajo este contexto, la presente investigacion tuvo como
objetivo evaluar el potencial probiotico de cepas de bacterias y levaduras
provenientes de estiércol de terneros de levante de raza Brahman en el
departamento de Sucre.
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Metodologia.

Tipo y sitio de estudio: el presente estudio es de tipo
experimental.

Fase de campo

Las muestras de estiércol fueron colectadas en 3 fincas ubicadas en
los municipios de Toluviejo, Sincelejo y Corozal en el departamento de
Sucre, ubicado entre los 9° 18" 0”N, latitud Norte y 75° 24" 0”O longitud
Occidente al norte del pais, en la region Caribe de Colombia. Limita al norte
y al oriente con el departamento de Bolivar, al noroccidente con el mar

Caribe, en el golfo de Morrosquillo, al sur y occidente con el departamento
de Cérdoba.

Fase de laboratorio

Las muestras fueron analizadas en el laboratorio de Biotecnologia
GRUBIODEQ de la Universidad de Cordoba, ubicada entre los 8°47'16"N,
latitud Norte y 75°5128"0 longitud Occidente en el departamento de
Cordoba — Colombia.

Poblacion y muestra

La poblacién corresponde al total de ganado bovino de levante de
raza Brahman y las muestras fueron colectadas en forma aleatoria con un
nivel de confianza del 95%.

Este estudio fue realizado en 4 fases:

Fase 1. Caracterizacion de bacterias y levaduras

Aislamiento de los microorganismos: a partir de estiércol bovino de 9
terneros en levante provenientes de las fincas seleccionadas en los respectivos
municipios, con edades promedio de 8 a 12 meses meses, alimentados a
base de forraje, sin tratamiento con antibiotico y antiparasitarios, fueron
aisladas bacterias acido lacticas y levaduras. Para ello, se utilizaron medios
selectivos como son: Agar De Man Rugosa Sharpe (MRS) (Lactobacillus
sp), Agar Nutritivo modificado, suplementado con Carboximetil Celulosa
CMC y almidon al 0,1% (Bacillus sp) y Agar Sabouraud Dextrose (SDA)
(Saccharomyces sp) teniendo en cuenta las condiciones de crecimiento
(Rondon et al., 2008). A cada cepa aislada se le realizé tincion de Gram
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y de endosporas, y fueron sometidas a la prueba de catalasa y oxidasa e
incubadas a 36°C por 24 hrs. ParalLactobacillus sp: fueron seleccionadas
aquellas cepas cata-lasa negativa, oxidasa negativa y bacilos Gram positivos
en cadenas no esporulados (Kandler & Weiss, 1986).

Fase 2. Determinacion de la actividad probidtica in vitro

A un inoculo (10° UFC/mL) de cada uno de los microorganismos se
le realizaron las siguientes pruebas en tripicado:

Tolerancia a cambio de pH: Las cepas de bacterias fueron evaluadas
diferentes valores de pH, 3, 4, 5.6, 7 (incubacion a 37 °C durante 24
hrs). La sobrevivencia y resistencia se comprob¢ al comparar el conteo de
microorganismos viables del inéculo con las células sobrevivientes después
de la incubacién a diferentes valores de pH de acuerdo con Zavaglia et al.,
1998. El porcentaje de resistencia fue calculado por la siguiente ecuacion: %
R pH = [(UFC/mL) MRS pH x 100] / (UFC/mL) MRS (inéculo) (Kociubinski
etal., 1999). Se establecio como criterio de seleccion escoger aquellas cepas
que resistieron el pH por encima del 50%.

Tolerancia a sales biliares: El ensayo fue realizado en soluciones con
diferentes concentraciones de sales 0.05, 0.1, 0.15 y 0.3 % p/v ajustado el
pH =7 con HCI 5% (incubacion a 37 °C durante 24 hrs). Al cabo de este
tiempo la sobrevivencia y resistencia a sales biliares se comprob6 mediante
la determinacion del numero de células viables (UFC) (Brizuela, 2003;
Rubio et al., 2008, Rondén et al., 2008; Avila et al., 2010)

Tolerancia a diferentes temperaturas: Las cepas fueron probadas a dos
temperaturas, 30 y 40 °C durante 24 hrs. La sobrevivencia y resistencia a
estas temperaturas se comprobo mediante la determinacion del ntimero de
células viables (UFC) (Rubio et al., 2008, Rondon et al., 2008; Avila et al.,
2010)

Tolerancia a diferentes concentraciones de NaCl: La prueba se realizo
utilizando caldos MRS y YPD con diferentes concentraciones de NaCl, 2,
4,7y 10 % p/v, (incubacion a 37 °C durante 24 hrs), finalizado el tiempo
se determino el crecimiento a altas concentraciones de NaCl mediante la
medicion de la densidad optica (DO) a 600 nm a 24 hrs (Rondon et al.,
2008)
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Fermentacion de la glucosa: Se utilizaron los caldos MRS y YPD, que
contenian 0,2% v/v de una solucion de purpura de bromocresol (0,5%)
y campanas de Durham. La produccion de gas se evidencié mediante la
presencia de gas en las campanas y luego de incubacion a 37 °C durante 48
hrs (Rubio et al., 2008, Rondon et al., 2008).

Prueba de antagonismo: Esta prueba fue realizada contra Salmonella
sp, Pseudomona aureginosa y E. coli, las cuales fueron sembradas en forma
masiva en agar Mueller hinton. En la superficie de estos fueron colocados
tres discos impregnados con los microorganismos de ensayo para luego
ser introducidos en la nevera durante 30 minutos (T = 15°C) y después se
incubaron a 37°C durante 48 hrs. La accion antagénica se evidencio por
la presencia de halos de inhibicion y crecimiento alrededor de los discos
(Leiva et al., 2004; Mejia et al., 2007)

Capacidad de crecimiento: Las 2 mejores cepas acido lacticas que
resistieron la presencia de sales biliares y acidez fueron cultivadas en 30
ml de caldo de lactosuero e incubadas a 37°C durante 24 hrs. Se realizé
una curva de crecimiento a diferentes tiempos 0, 6, 12, 18, 24 y 30 hrs. El
crecimiento se comprobo mediante la determinacion del nimero de células
viables (UFC) (Laurencio et al., 2002; Rondoén et al., 2008).

Fase 3. Caracterizacion de bacterias con potencial probiético
Identificacion molecular por PCR.

Las cepas bacterianas acido lacticas que presentaron potencial
probiotico fueron identificadas a nivel molecular por la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa — PCR, enviadas a la Corporacion CorpoGen
para sus respectivos analisis. La identificacion molecular de aislamientos de
los microorganismos incluyo los siguientes pasos (Corpogen, 2017):

* Aislamiento y purificacion del DNA.

» Amplificacion por PCR de la region de 1465 pb del gen
ribosomal 16S.

e Purificacion de los fragmentos de PCR y secuenciacion con
los iniciadores 27F, 518F, 800R, y 1492R del gen ribosomal
16S.
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* Limpieza manual de cada una de las secuencias de los
fragmentos obtenidos.

* Ensamblaje de las secuencias y obtencién de la secuencia
problema.

* Analisis taxonomico de la secuencia problema ensamblada,
mediante la comparacion contra las bases de datos NCBI
(National Center for Biotechnology Information), Greengenes
(Laurence Berkeley National Laboratory) y RDP (Ribosomal
Database Project).

* Alineamiento y generacion de un arbol de distancias utilizando
las secuencias con mayor similitud a la secuencia problema.

e Clasificacion taxonomica de la secuencia consenso.

Las secuencias consenso también fueron comparadas con secuencias
homologas de la base de datos de GenBack. Se obtuvo el arbol de distancia
que muestra la historia evolutiva de los microorganismos mediante el
método de maxima similitud en el que se muestra el porcentaje en que los
taxones se encuentran asociados a las ramas. Los analisis evolutivos fueron
realizados en el programa bioinformatico MEGA 6.

Fase 4. Disefo experimental y analisis estadistico

En la presente investigacion todos los ensayos fueron montados bajo
un Disefio Completo al Azar con arreglo factorial. En los experimentos o
disenos factoriales los tratamientos se forman combinando los niveles de los
factores en estudio, de manera que el efecto del tratamiento 7i se considera
a su vez compuesto de los efectos de los factores y sus interacciones.

Prueba de sales biliares, pH o NaCl. Diseno de tratamiento
multifactorial formado por 3 factores, donde el factor A corresponde a las
concentraciones de sales biliares, pH o NaCl, el factor B a la concentracion
del inoculo y el factor C, las cepas en estudio.

Prueba de tolerancia a cambios de temperatura y antagonismo.
Diserio multifactorial formado por 2 factores, donde el factor A: patégeno
o temperatura y el factor B: cepas en estudio.
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El analisis de varianza se realizé para verificar diferencias significativas
entre las medias, con un nivel de significancia con o= 0,05 previa verificacion
de la normalidad (Prueba de Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad de
varianza (prueba de Bartlett) y la prueba de Tukey se aplico para realizar
las comparaciones multiples entre las medias. Los datos fueron analizados
bajo el programa Statgraphics centurion VI.

Resultados y Discusion

Caracterizacion de bacterias y levaduras

Aislamiento de microorganismos. De los medios de cultivo Nutritivo
modificado, MRS y SDA fueron aisladas 82 cepas entre bacterias (65) y
levaduras (17) de las cuales solo 14 superaron las pruebas probidticas
realizadas, 8 microorganismos aislados de medio MRS y 6 de SDA (tabla 1).
Los primeros presentaron caracteristicas macroscopicas y microscopicas de
bacterias acido lacticas — BAL. Todas las colonias presentaron morfologia
celular bacilos gram (+) y las mismas caracteristicas morfologicas, es decir,
formaciones circulares, borde entero, superficie lisa, color blanco, sin
pigmentos y no formadora de esporas, de tamano pequenas, medianas y
grandes coincidiendo con la descripcion del género Lactobacillus indicada
por Kandler & Weiss (1992).
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Tabla 1. Caracteristicas morfologicas de los microorganismos aislados de estiércol de
terneros de levante de raza Brahman.

CEPA* MEDIO DE | CARACTERISTICAS | CARACTERISTICAS
CULTIVO | MACROSCOPICAS | MICROSCOPICAS
Mae ‘ Colonias de forma Bacilos medianos,
irregular color crema, Gram (+)
borde dentado
Maf Colonias grandes color | Bacilos delgados, Gram
blanco, borde entero (+)
Colonias pequenias .
Mf1 Agar MRS traslucidas, borde Bacilos del(gsdos, Gram
entero
Maf 2 Colonias grandes, color Bacilos largos
blanco borde entero medianos, Gram (+)
Colonias pequenas ‘ .
ML103 color blanco, borde Bacilos medianos,
Gram (+)
entero
Colonias pequenas Bacilos medianos,
MalO5s color Gram (+)
Avar SDA crema, borde dentado
gar : -
. Colonias pequenas, Cocobacilos pequenios,
Maj color blanco borde
Gram (+)
entero
Colonias grandes, Levaduras ovaladas
MIS3B elevadas,. brillantes, y alargadas, presenta
color beige crema, pseudohifas y
borde entero clamidospora
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MSPM(S)1’BR-

color beige crema,
borde entero

CEPA* MEDIO DE | CARACTERISTICAS | CARACTERISTICAS
CULTIVO | MACROSCOPICAS | MICROSCOPICAS
Colonias grandes, Levaduras alargadas
, elevadas, brillantes, y ovaladas, presenta
MISSC color beige crema, pseudohifas y
borde entero clamidospora
Colonias grandes, Levaduras alargadas
elevadas, brillantes, y ovaladas presenta
MSPS3B color beige crema, pseudohifas y
borde entero clamidospora
ei?zzogjsbgrri?ﬁ if:s Levaduras ovaladas,
MIS4’A ’ " | presenta pseudohifas y

clamidospora

Colonias grandes,
elevadas, brillantes,

Levaduras ovaladas,
presenta pseudohifas y

color beige crema,
borde entero

1LEV color beige crema, .
clamidospora
borde entero
ei(\)zzocgjsbgr?lﬁ iis Levaduras ovaladas,
MIM4D ’ " | presenta pseudohifas y

clamidospora

*Codigo de cepa aislada. Fuente: datos de la investigacion

Las levaduras aisladas de SDA presentaron caracteristicas propias
de la familia Candidiaceae, caracterizadas por formar sobre los medios
de cultivo colonias pastosas, constituidas en su mayor parte por células
aisladas que suelen ser esféricas, ovoideas, elipsoideas o alargadas. El
crecimiento de estas cepas en CHROMagar fue positiva confirmando la
presencia de este tipo de microorganismos que no fueron de interés en la
presente investigacion. Asimismo, las cepas aisladas de medio Nutritivo
modificado (57) presentaron morfologia celular de cocobacilos y bacilos
gram (-), caracteristico de bacterias de la familia Enterobacteriaceae, razon
por la cual no se les realizé ningtn tipo de analisis.

201



Evaluacion de un consorcio de microorganismos celuloliticos y amiloliticos en el
compostaje de residuos agropecuarios del departamento de Sucre

Determinacion de la actividad probiotica in vitro de bacterias
y levaduras.

La Tabla 2 muestra las cepas que cumplieron con las caracteristicas
deseadas para microorganismos probioticos, diferenciadas por presentar
catalasa (-), caracteristica general del género Lactobacillus concordando
con De Roissart & Luquet (1994), quienes describen que las cepas
lacticas carecen de la enzima. La prueba de oxidasa fue negativa para
todas, mientras que en las concentraciones a sales biliares y crecimiento
a diferentes pH se observo que la mayoria de las cepas evaluadas excepto
Maj y MalO5s crecieron satisfactoriamente en medio MRS y en los pH de
valores bajos evaluados, requisito indispensable para que se puedan incluir
como probioticos en la dieta humana y animal. Con relacion a la prueba
de antagonismo, todos los aislados presentaron inhibicion frente a los
patégenos evaluados Salmonella, Pseudomona, E. Coli.

Tabla 2. Seleccion de microorganismos con caracteristicas probioticas.

PRUEBA DE .
PRUEBA CRECIMIEN- INHIBICION
MEDIO DE PRUEBA DE SALES BILIA- .
CEPA DE OXI- TOAPh3,04,0 DE PATO-
CULTIVO CATALASA RES 0,05 0,1
DASA 5,670 GENOS
01503
Mae MRS - - + 4+ + + 4+ + +
Maf MRS - - ++ o+ + 4+ +
Mfl MRS - - ++ o+ + ++++ +
Maf 2 MRS - - ++ o+ + 4+ +
ML103 MRS - - ++++ + 4+ + +
MalO05s MRS - - + + + + -+ 4+ + +
Maj MRS - - FRNT S+ +
MalO05bb MRS - - F b4t ¥
+ = prueba positiva, - = prueba negativa

Tolerancia a cambios de pH

El analisis de varianza realizado revel6 que los valores de pH a los que
fueron sometidas las cepas acido lacticas y la interaccion de estos con las
mismas tuvieron un efecto altamente significativo en el crecimiento con un
p=0.0000, indicando que el acido afecta de manera diferente el crecimiento,
dependiendo del tipo de cepa. Ademas, la prueba de correlacion de Pearson
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mostré una relacion directamente proporcional del pH con relacion a la
variable respuesta con un valor de r= 0.3224, lo que significa que a medida
que aumenta el valor de pH, mayor es el crecimiento de las cepas evaluadas.

La prueba de multiples rangos de comparacion de medias de Tukey
senala, que a pH 5.6 las cepas evaluadas presentaron mayor numero de
unidades formadoras de colonia con una media de 3.1x10° UFC/ml (figura
1), mientras que a pH 7 el crecimiento disminuyd, pero se mantuvo estable,
resultado que concuerda con Acedo y Rico (1998) quienes determinaron
que las concentraciones mas habituales de un microorganismo probiético
oscilan entre 10° y 10" UFC/ml.

9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
3 4 56 7

Crecimiento log10 UFC/ml

0,00

pH

Figura 1. Tolerancia de las cepas acido lacticas a diferentes pH.

Efectos similares reportaron Lara y Acosta (2013) quienes obtuvieron
bacilos aislados del intestino de termitas con un incremento en la magnitud
de su densidad poblacional de 108 UFC/ml en medios con pH 5y 7,
diferentes a los reportados por Lara y Burgos (2012) en donde a pH 4, se
presenté el mayor porcentaje de crecimiento de las tres cepas evaluadas
como aditivos en la alimentacion avicola (Saccharomyces sp, Bacillus sp
y Lactobacillus sp). Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio
muestran que el crecimiento bacteriano no se vio afectado por los niveles
de pH, dado que las bacterias siguieron desarrollandose a pH relativamente
bajo, lo que favorece el proceso de fermentacion debido a su capacidad de
resistir laacidez que se produce en el estomago, que es uno de los principales
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obstaculos para el paso del probidtico a través del tracto gastrointestinal
(Jurado et al., 2014).

De las 8 cepas acido lacticas evaluadas solo 2 (Maj y Mal05s) no
toleraron altas concentraciones de acido (pH 3.0), evidenciado por el nulo
crecimiento. La tabla 4 muestra la media de las UFC/ml de las BAL a pH 3.0
indicando que Maf (Lactobacillus fermentum) tuvo el mejor crecimiento
a este pH durante 24 hrs. Ademas, la mayoria de las cepas evaluadas a
pesar de su poco crecimiento a pH 3 — 4 este se mantuvo estable en este
rango (anexo 4), coincidiendo con investigaciones de Du Toi et al. (1998) y
Dunne et al. (2001) quienes han demostrado que las cepas de Lactobacillus
son resistentes a pH acido variando entre 2.5 y 4. Asimismo, Lin et al.
(2007) afirman que la mayoria de las cepas de L. fermentum son acidas
estables debido a que los recuentos bacterianos de estas cepas cambian de
manera insignificante después de 3 horas de incubacion en el jugo gastrico
depH 2.6 y pH 3.2

Tabla 3. UFC/ml de bacterias dcido ldcticas a pH 3.0.

Cepa UFC/ml
Maf (Lactobacillus fermentum) 3.1x10°
Maf2 (Lactobacillus fermentum) 6.0x10?
Mae (Lactobacillus mucosae) 1.5x10?
Mafl (Lactobacillus johnsonii) 1.3x10?
MalO5bb 8.0x10!
ML103 7.0x10*

Maj 0

MalO05s 0

Fuente: cdlculos del estudio
En general Lactobacillus fermentum es una de las especies donde
hay mayor ntmero de reportes, encontrandose que es una de las cepas
mas tolerantes a la acidez gastrica con un porcentaje de supervivencia de
77.7%, luego de dos horas de incubacion (Cueto et al., 2010) y superior al
90% después de tres y cuatro horas de incubacion a pH 3 (Mahmoudi et
al., 2016). Bao et al. (2010) también reportaron 11 cepas de L. fermentum
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con alta tolerancia a la acidez gastrica y con un porcentaje de supervivencia
del 80% luego de 3 horas de incubacion a pH 2.5.

Con relacion a las cepas Lactobacillus mucosae y Lactobacillus
johnsonii estas mostraron una disminucién en la supervivencia a pH 3. Sin
embargo, a pH 7 presentaron un incremento significativo de la poblacion;
resultados similares reporté De Angelis et al. (2006) quienes observaron que
L. mucosae mostraba disminucion en la supervivencia después de 3 horas
de incubacion en jugo gastrico simulado a pH 3 pero a pH 8 presentaba
mayor numero de colonias. Asimismo, Cho et al. (2000) encontraron que
L. johnsonii sobrevivié a pH 3 al menos 3 horas.

Los resultados obtenidos demostraron la capacidad de las cepas para
sobrevivir en condiciones drasticas de acidez a pesar de que a este valor de
pH 3 el crecimiento disminuyo6. Este hallazgo de que las cepas evaluadas en
el presente estudio toleren este pH durante 24 horas es interesante debido
a que existen reportes que indican que otras cepas de lactobacilos como
la M92 de Lactobacillus acidophilus solo puede sobrevivir durante 3 hrs
a este pH, pro-duciéndose luego la lisis del 60% de la pobla-cion inicial
(Suskovic et al., 1997).

Tolerancia a sales biliares

Los resultados obtenidos para sales biliares indicaron que todas las
especies de lactobacilos fueron capaces de sobrevivir a las concentraciones
de sales biliares ex—perimentadas (0.05% (p/v) a 0.3% (p/v). El analisis de
varianza mostro estadisticamente un efecto significativo entre la interaccion
cepas - concentraciones de sales y el crecimiento con un p= 0.0000.
Ademas, la prueba de multiples rangos de comparacion de medias de Tukey
senala que hubo mayores unidades formadoras de colonia de las bacterias
seleccionadas a la concentracion de sales biliares de 0.05% 1.1x109 UFC/
ml, lo que indica que la presencia de las diferentes concentraciones de
las sales no afecta el crecimiento de la cepa, pero si su porcentaje de
sobrevivencia siendo en su mayoria mas tolerantes a la presencia de esta
concentracion (figura 2). Ademas, la prueba de correlacion de Pearson senala
que las variaciones observadas revelan un comportamiento inversamente
proporcional entre el crecimiento de las bacterias y las concentraciones de
sales (r= -0.3434), indicando que a mayor concentracion de sales biliares
menor es la poblacion de BAL.
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Figura 2. Tolerancia de las cepas acido lacticas a sales biliares (%).

En todos los ensayos de este estudio se alcanzaron densidades
poblacionales mayores a 10® UFC/ml excepto a la concentracion de 0.3%,
encontrandose dentro de los valores establecidos para microorganismos
probioticos (Acedo y Rico, 1998); a diferencia de estudios realizados por
Lara y Acosta (2013) quienes demostraron incrementos significativos en la
concentracion de UFC/ml después de 24 horas de incubacion pasando de
una densidad de 10" a 10® UFC/ml en todas las concentraciones de sales
evaluadas (0.00%, 0.05%, 0.15%, 0.30%).

La Tabla 4 senala que Lactobacillus mucosae fue la que tuvo mayor
densidad poblacional a la concentraciéon de 0.3% coincidiendo con
resultados de Valeriano et al. (2014) que indicaron que la cepa L. mucosae
LM1 podria sobrevivir a una concentracién de sal biliar de 0.3%.

Tabla 4. UFC/ml de bacterias dcido lacticas a 0.3% de sales biliares.

Cepa UFC/ml
Lactobacillus mucosae 6.6x10°
Lactobacillus fermentum 4.9x10°
ML103 3.3x10°
Lactobacillus fermentum 3.8x10*
MalO05s 1.7x10?
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Lactobacillus johnsonii 8.0x10!
MalO5bb 3.3x10!
Maj 0

Fuente: cdlculos del estudio

Lactobacillus fermentum también mostré tolerancia a esta baja
concentracion de sales, pero en menor cantidad de unidades formadoras de
colonia, resultados que conciertan con los estudios realizados por Lin et al.
(2007) que mostraron que las cepas de L. fermentum en la evaluacion de su
tolerancia a la bilis (0.3) después de 4 hrs de incubacion fueron resistentes
en un 100% encontrandose en la fase de crecimiento logaritmico medida
por valores de DO a 620 nm. A pesar de su baja densidad poblacional
Lactobacillus johnsonii también pudo resistir la concentracion de sal biliar
de 0.3%. Cho et al. (2000) observé en su estudio que L. johnsonii fue
relativamente resistente a la sal biliar 0.3.

Tolerancia a diferentes temperaturas

El analisis de varianza mostré que las temperaturas evaluadas (30,
40°C) tienen un efecto estadisticamente significativo en el crecimiento de las
bacterias acido lacticas con un p= 0.0000, lo que demuestra termotolerancia
de las cepas a dichas temperaturas sin afectar su crecimiento. La prueba de
multiple rangos indica que a una temperatura de 40°C las cepas presentan
un mayor nimero de unidades formadoras de colonias (3.1x108 UFC/ml)
y no afecta su crecimiento como se muestra en la figura 3, resultados que
coinciden con lo observado por Mora y Garcia (2007), quienes mencionan
que los Lactobacillus pueden desarrollarse con limites de temperatura que
oscilan entre 2 y 52°C, siendo su rango optimo de crecimiento entre 30
a 40°C, caracteristica importante de las bacterias puesto que les permite
crecer en diferentes temperaturas.
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Figura 3. Tolerancia de las cepas acido lacticas a cambios de
temperatura (°C).

La figura 4 muestra que Lactobacillus fermentum fue la que tuvo
mejor comportamiento a 40°C frente a la variable respuesta, con una media
de 1.4x10° UFC/ml, seguido por Lactobacillus mucosae con un valor de
5.0x10% UFC/ml, indicando con ello que estas bacterias no son susceptibles
a las variaciones de temperatura en este rango y que tienen capacidad de
crecer en cantidades adecuadas (108 UFC/ml), a temperaturas relativamente
altas como las encontradas en el rumen (38° y 42° C) (Van Lier, 2009).
Estudios realizados por De Angelis et al. (2006) han confirmado en L.
mucosae resistencia a temperaturas de 70°C durante 10 s, encontrando
una alta supervivencia celular en esta especie (9.35 log UFC ml™).
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Grafico de Interacciones
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Figura 4. Interaccion entre cepa — temperatura en el crecimiento de
las cepas acido lacticas (Mae= L. mucosae, Maf= L. fermentum, Mafl= L.
johnsonii Maf2= L. fermentum).

Tolerancia a diferentes concentraciones de NaCl

El analisis de varianza realizado para el crecimiento arrojo diferencias
significativas entre las concentraciones de sales evaluadas con un p=0.0000,
siendo notable al 2% (0.99) y 4% (0.27) y muy bajo al 7% (0.07) y 10%
(0.04) p/v de NaCl como lo mostré la prueba de Tukey, indicando que
el crecimiento esta determinado por el tipo de bacteria y la respectiva
concentracion de NaCl a la que fue sometida. Asimismo, la prueba de
Pearson mostro que este fue inversamente proporcional a la concentracion
de NaCl con un valor de r=-0.6037, reflejando que a medida que aumenta
la concentracion de sales el crecimiento va disminuyendo notablemente

(figura 5).
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Figura 5. Tolerancia de las cepas acido lacticas a diferentes
concentraciones de NacCl.
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En la Tabla 5 se describen las cepas acido lacticas que tuvieron
mayor crecimiento a altas concentraciones de NaCl siendo Lactobacillus
fermentum la mas considerable.

Tabla 5. UFC/ml de cepas dcido ldcticas a concentracion de NaCl 10%

Cepa DO (600 nm)
Lactobacillus fermentum 0.08
ML103 0.06
Lactobacillus mucosae 0.04
Lactobacillus fermentum 0.04
Maj 0.04
Lactobacillus johnsonii 0.03
MalO05bb 0.02
MalO5s 0.01

Fuente: cdlculos del estudio

Los resultados en este estudio también fueron similares a los obtenidos
por Lara y Burgos (2012) quienes comprobaron que efectivamente el
crecimiento de los microorganismos evaluados fue también mayor en 2 y
4% de NaCl.

Fermentacion de la glucosa

La figura 6 muestra que la produccion de gas fue negativa solo para
Lactobacillus johnsonii y Mal05bb, las demas produjeron gas. Estas cepas
que fermentaron la glucosa sin producciéon de gas durante las 24 hrs de
in-cubacién demostraron una asimilacion del carbohidrato lo que evidencia
la ruta metabdlica homofermentativa utilizada por el género Lactobacillus
sp., indicando la pro-duccion de acido lactico (Lara y Burgos, 2012);
resultados que coinciden con Taheri et al. (2009) quienes asegura que L.
johnsonii pertenece al grupo de las bacterias homofermentativas obligadas.
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Figura 6. Capacidad de fermentacion de la glucosa por las cepas acido lacticas
en solucion de purpura de bromocresol (0,5%) y campanas de Durham.

Segun Diazetal. (2014) L. fermentum presenta un tipo de metabolismo
heterofermentativo obligado. Asimismo, Soriano et al. (2014) senal6 que
L. mucosae es conocida por ser heterofermentativa coincidiendo con los
resultados obtenidos en este ensayo. De igual forma, Mamuad et al., (2012)
también indicé que los resultados obtenidos durante la caracterizacion de
los metabolitos y la produccion de gas de L. mucosae demostraron que esta
bacteria es capaz de producir CO2 y H2 cuando se cultiva en medio MRS,
basicamente como productos de la fermentacion anaerdbica de la glucosa
contenida en el medio.

Prueba de antagonismo

El ensayo de inhibicion in vitro mostré que todas las cepas de
Lactobacillus sp., fueron capaces de ejercer un efecto inhibidor contra
los 3 patogenos (Salmonella, Pseudomona aureginosa, Escherichia Coli)
con halos entre 0.8 y 1 mm de distancia, que son independientes de la
cantidad de discos manejados en agar. El analisis de varianza realizado para
el crecimiento mostro estadisticamente diferencias significativas entre las
cepas y los patégenos evaluados con un p= 0.000. La prueba de Tukey
senal6 que E. Coli fue el patégeno mayormente inhibido por las cepas con
una media de 1 mm, seguido por Salmonella (0.9 mm) y finalmente P
aureginosa con un valor de 0.8 mm (figura 7), coincidiendo con Mahmoudi
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et al. (2016) quienes demostraron que tanto la cepa L. fermentum B116
como B19 mostraron las mayores capacidades de inhibicion contra E. Coli
(d=10/pm 0.47 mm y 9/ pm 0.39 mm, respectivamente).
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Figura 7. Halos de inhibicion producido por las cepas acido lacticas.

En este ensayo se observo que las colonias de bacterias inhibieron el
crecimiento de los patogenos evaluados en una baja proporcion, debido
a que presentaron halos alrededor de los discos de papel filtro que no
superaron los 2 mm, resultados similares a los obtenidos por Lara y Burgos
(2012) quienes demostraron en su estudio que Lactobacillus sp., también
produjo halos de inhi-bicion de Imm frente a Salmonella y E. Coli.

En la figura 8 se observa que las cepas que tuvieron mejor inhibicion
frente a los patogenos fueron: Mal05s (1.2 mm) y Maf2 - L. fermentum -
(1.1 mm) frente a E. Coli, Mafl - L. johnsonii (1.2 mm) y Mal05bb (0.9)
frente a P aureginosa Mafl - L. johnsonii (0.9) y Mal05s (0.9) frente a
Salmonella. Estos resultados estan de acuerdo con Lin et al., (2007) quienes
sefialan que la mayoria de las cepas de L. fermentum son inhibidoras de
bacterias patogenas Gram-negativas, tales como E. coli, Salmonella spp.,
Shigella spp., y bacterias Gram-positivas, como S. aureus enterotoxigénicos
aunque las amplitudes inhibitorias son variables. Asimismo, Mahmoudi et
al. (2016) comprobaron que tanto la cepa L. fermentum B116 como B19
mostraron las mayores capacidades de inhibicion contra E. Coli (d = 10/
pm 0.47 mm y 9/ pm 0.39 mm, respectivamente).

Valeriano et al., (2014) también han demostrado que L. mucosae
(LM1) aislada recientemente de las heces de lechones era capaz de
producir una bacteriocina putativa que ejercia un efecto inhibidor sobre
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el crecimiento de Escherichia coli K88 y Salmonella typhimurium KCCM
40253.

Grafico de Interacciones
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Figura 8. Interaccion de cepas — patogenos en la produccion de halos de
inhibicion por las cepas en estudio (Mae= L. mucosae, Maf= L. fermentum,

Mafl= L. johnsonii Maf2= L. fermentum).

Este proceso de inhibicion probablemente se deba a la produccion
de sustancias como resultado de la fermen-tacion, principalmente la
generacion de compuestos antimicrobianos, tales como los acidos lacticos,
acético y propidnico, el peroxido de hidrégeno (H,O,), la reuterina, el
dioxido de carbono (CO,), el diacetilo (2,3-butanodiona), el acetaldehido
y compuestos de alto peso molecular como las bacteriocinas, caracteristico
del metabolismo de las bacterias lacticas (Ramirez, 2005). De hecho,
uno de los mas importantes mecanismos por el cual las BAL inhiben a
sus competidores se da por la produccion de acido lactico, acético y
bacteriocinas, metabolitos antimicrobianos que pueden ser beneficiosos
para la conservacion de los alimentos (Dunne et al., 2001; Bernet-Camard
et al., 1997). Barrow et al., (1980) senalaron que el crecimiento de la
mayoria de los microorganismos, como las bacterias coliformes, podria ser
inhibido cuando el pH del medio era inferior a 4.5 y las cepas de este
estudio toleraron valores de pH inferiores a este, dato importante para
considerarse como bacterias con potencial probiético.
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Capacidad de crecimiento

En la figura 9 se muestra el crecimiento de la cepa Mae (Lactobacillus
mucosae) y Maf (Lactobacillus fermentum) en medio de cultivo de
lactosuero. La fase exponencial se alcanzo primero en L. mucosae a las 6 hrs
(tiempo 2) con un valor de 5.8x10” UFC/ml, mientras que L. fermentum
tuvo mayor cantidad de unidades formadoras de colonia a las 12 hrs
(tiempo 3), con un valor de 1.5x10® UFC/ml, resultados que coinciden con
los reportados por Jurado et al. (2014) donde L. plantarum también tuvo su
crecimiento maximo a las 12 hrs con un valor de 6.75x10'* UFC/ml, lo que
indica que ese es el tiempo minimo de duracion del proceso fermentativo.
Ademas, estos valores estarian relacionados con los reportados por Acedo y
Rico (1998) quienes afirman que las concentraciones mas frecuentes de un
microorganismo probiotico oscilan entre 10% y 10" UFC/ml.

2,0E+08
1,5E+08
1,0E+08
5,0E+07

0,0E+00
0 5 10 15 20 25 30 35

CRECIEMIENTO L. fermentum UFC/ml

CRECIEMIENTO L. mucosae UFC/ml

Figura 9. Curva de crecimiento de Lactobacillus mucosae y Lactobacillus
fermentum en medio de lactosuero.

Enesesentido, Lactobacillus fermentum puede ser un microorganismo
optimo para ser utilizado en la preparacion de indculos, por cuanto a las 12
horas la bacteria alcanza la fase exponencial de crecimiento, disponiendo
de una concentracion celular suficiente para mantener una viabilidad alta
en el tiempo. Ademas, tratandose de su crecimiento en un medio de cultivo
de lactosuero que desde el punto de vista econémico es una materia prima
barata, asequible y lo mas importante proporciona los nutrientes necesarios
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para el crecimiento de bacterias lacticas, lo que permitiria la produccion
de indculos con propiedades probidticas para futuros estudios en animales
in vivo, debido a que los costos de produccion del medio serian de gran
interés siendo factible el proceso de produccion a nivel industrial de estos
indculos para este tipo de microorganismos.

Identificacion molecular por PCR

La identificacion de bacterias probidticas a través de la secuenciacion
16S rRNA es una técnica adecuada y accesible (FAO / OMS, 2002). En el
presente estudio la base de datos de secuencias tipo del algoritmo Seqmatch-
RDP contra aislamientos cultivados indicé que las secuencias problemas
ensambladas fueron muy similares en la mayoria de sus longitudes con
las cepas tipo identificadas como: Lactobacillus fermentum (Maf — Maf2),
Lactobacillus mucosae (Mae) y Lactobacillus johnsonii (Mafl).

Los resultados del andlisis taxonémico dan prueba de ello
demostrando que la secuencia ensamblada de 1502 pb contra la base de
datos refseq/RNA del NCBI, indico que tiene un 99% de identidad en el
99% de su longitud, con secuencias del gen ribosomal 16S pertenecientes a
Lactobacillus fermentum (Maf — Maf2). Asimismo, la secuencia ensamblada
de 1495 pb contra la misma base de datos, indicé que tiene un 100% de
identidad en el 100% de su longitud, con secuencias del gen ribosomal 16S
pertenecientes a Lactobacillus mucosae (Mae). Finalmente, la secuencia
ensamblada de 1493 pb también, indicé que tiene un 99% de identidad en el
100% de su longitud, con secuencias del gen ribosomal 16S pertenecientes
a Lactobacillus johnsonii (Mafl) (CorpoGen, 2017).

De otra parte, las secuencias en estudio también fueron comparadas
con secuencias homologas de la base de datos de GenBack mostrando que
efectivamente las secuencias estudiadas son muy similares a secuencias de
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus mucosae y Lactobacillus johnsonii
con un 99% de identidad y 100% de cobertura (anexo 16). El arbol de
distancia muestra que las secuencias estudiadas con un soporte de ramas
del 100% se agrupan con las respectivas especies, demostrando que las
tres cepas aisladas estdn asociadas a un mismo grupo pertenenciente al
género Lactobacillus. Ademas, se observa que la cepa Maf y Maf2 estan
relacionadas en un 99% correspondiendo a la misma especie Lactobacillus
fermentum (figura 10).
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{ A Maf (518F/1100R)
100 A& Maf2 (518F/1100R)
AB911502Lactobacillus fermentum

100 { KT159935Lactobacillus fermentum

& Mae (518FM1100R)
100 100 NR_024994 Lactobacillus mucosae
{ AF126738Lactobacillus mucosae
———¥ Maf1 (518F/1100R)
10— KY751911 Lactobacillus jehnsonii

MF372553Escherichia coli

Figura 10. Arbol de distancias de las secuencias en estudio a partir de la base de
datos GenBack.

Conclusiones

Las cepas aisladas demostraron su potencial como probiéticos en
condiciones in vitro con una adecuada formacion de biomasa para la
produccion de inéculo, razén por la cual estas bacterias obtenidas podrian
ser utilizadas como aditivos en alimentos para humanos o animales; siendo
Lactobacillus fermentum (Maf — Maf2) y Lactobacillus mucosae (Mae) las
que presentaron mayor viabilidad como probiéticos, por lo que podrian ser
una alternativa factible para sustituir las terapias con antibioticos.
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Introduccion

Lautilizacion de fertilizantes quimicos ha sido el recurso mas empleado
para aumentar la produccion de los cultivos. En Colombia el incremento en
el uso de fertilizantes durante las ultimas décadas ha dado origen a procesos
de transformacion en el ambiente, produciendo alteraciones fisico-quimicas
y biologicas, lo cual ha influido en la desestabilizacion ecologica del suelo
afectando negativamente su fertilidad (Morales, 2007). La produccion
de fertilizantes, conlleva a la emision de gases efecto invernadero y los
fertilizantes nitrogenados, una vez aplicados sobre los cultivos son una de
las mayores fuentes de emision de dichos gases (Rufina, 2012). Ademas, la
roca fosforica, materia prima de los fertilizantes fosforados tiene grandes
cantidades de cadmio, este se acumula en el suelo con posterior paso a las
plantas y a los animales presentando efectos toxicos (Bonomelliet al., 2002).
A esto se le suma, que estos fertilizantes son usados de forma ineficiente
por las plantas (50% -60%), y el no recuperado por el cultivo termina en
el medio ambiente, en su mayoria en las aguas superficiales o subterraneas
ocasionando pérdida de la flora y fauna de estos ecosistemas debido a
procesos de eutrofizacion (Lara y Oviedo, 2008) y pueden posteriormente
generar lluvia acida (Armenta et al., 2010).

Desde el punto de vista econémico, la fertilizacion quimica demanda
altos costos ya que estos productos son elaborados con algunos insumos
importados o provenientes de yacimientos mineros no renovables,
adicionalmente después de su producciéon se adicionan los costos de
transporte y mano de obra para su aplicacion (Morales, 2007).

No es oculto que las exigencias del mercado global estan aumentando
de manera desmedida los niveles de productividad. La FAO (2011), proyecta
para el 2018 la utilizaciéon de alrededor de 200 millones de toneladas de
fertilizantes quimicos (N, P y K20), destacandose Latinoamérica con
un aumento del 3,3 % anual lo que genera preocupacion y enciende las
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alarmas por los dafios adicionales que se pueden causar al medio ambiente
y en especial a los suelos que son de uso para los cultivos. Segtn la IFA
(2011), en 2010 Colombia importé 80.000 toneladas de estos productos
de paises como Rusia, Ucrania y algunos de Latinoamérica como Venezuela
y Trinidad y Tobago. Y también se ha evidenciado que aproximadamente
el 80 % de los productores agricolas hacen aplicaciones de fertilizantes
nitrogenados, de los cuales el mas empleado es la urea.

El departamento de Sucre es un eslabéon importante donde la
agricultura y la ganaderia extensiva tienen gran acogida y en el que también
se ha dado un uso indiscriminado de agroquimicos en la ejecucion de dichas
actividades (Gobernacion de Sucre, 2016). Tiene una extension de 87.855
ha destinada a la produccion agricola (DANE- ENA 2013) y se destacan
los cultivos de yuca, arroz secano mecanizado, arroz mecano manual, maiz
tradicional, maiz tecnificado, sorgo, tabaco negro, algodon, ajonjoli y iame
(BANCO DE LA REPUBLICA, 2016).

Segun el IDEAM (2015) Sucre esta dentro de los departamentos con
magnitud de erosion del 75,1 % respecto a su area, es decir mayor magnitud
de degradacion por erosion. Las actividades y factores socioeconomicos,
que mayor presion ejercen sobre los suelos y ocasionan degradacién por
erosion, se localizan entre otros, en los territorios agropecuarios (agricolas
92,9%, agropecuario 88.2%, ganaderos 77,3%). El uso excesivo de riego y
fertilizantes en los suelos destinados para cultivos producen salinizacion,
acidificacion y contaminacion dando origen a una degradacion quimica del
suelo.

Por todo lo dicho, los retos mas importantes en la actualidad tiene que
ver con el desarrollo de practicas agricolas basados en tecnologias limpias y
una herramienta factible para ello es el desarrollo de planes de fertilizacion
microbiana de modo que se minimicen los impactos negativos producidos.

El suelo es un ecosistema de enorme riqueza microbiana, los
estudios sobre estos son numerosos y han permitido determinar que
el empleo de microorganismos fijadores asimbiodticos de nitrégeno y
secretores de sustancias promotoras de crecimiento vegetal demuestran
un aumento significativo en los rendimiento de cultivos y disminucion
de la contaminacion ambiental. Dentro de los géneros mas importantes
en estos procesos estan Azospirillumspp, Rhizobium spp, Bacillusspp,
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Azotobacterspp. (Lara y Oviedo, 2008) Pseudomonas sp, Enterobacterspy
Klebsiellasp (Martinez, 1999).

La utilizacion de microorganismos benéficos en la agricultura ha
aumentado considerablemente en los ultimos arios, estableciéndose como
una estrategia que responde al fortalecimiento de sistemas de produccion
sostenible, basado en la obtencion de alimentos sin, o casi nula aplicacion de
fertilizantes quimicos y pesticidas, sin influir en la contaminacién ambiental
ni en la salud humana (Alarcon y Ferrera, 2000). Morales (2007) afirma
que estos biofertilizantes tienen un costo para el productor equivalente
al 10% del costo total de la fertilizacion quimica. Por otro lado, mientras
que en el uso del fertilizante quimico se aplican cientos de kilogramos por
hectarea, con el uso de biofertilizantes éste se reduce a una aplicacion de
1,5kg por hectarea. De acuerdo con lo planteado, el desafio actual sugiere
el abandono de practicas tradicionales poco racionales y contaminantes
para reemplazarlas por otras quegaranticen la intensificacion sostenible de
la produccién agricola respondiendo asi a la demanda cada vez mayor de
alimentos para toda la poblacion mundial y a la conservacion de recursos
naturales fundamentales como agua y aire.

Para el departamento de Sucre han sido pocos los estudios que se
han llevado a cabo sobre dicho tema por lo que se debe dar continuidad
en la busqueda, identificacion y caracterizacion de cepas nativas
(microorganismos adaptados a las condiciones ambientales de la region)
con potencial de biofertilizacion. Los resultados aqui hallados permitiran
ofrecer nuevas alternativas tecnologicas, innovadoras y sustentables a los
agricultores locales.

Es por esto, que en la presente investigacion se caracterizaron bacterias
nativas con potencial biofertilizante aisladas de suelos del departamento de
Sucre. Para ellos se evaluaron diferentes parametros fisico-quimicos, que
permitieron inferir sobre su potencial para ser utilizado como alternativa
frente a los fertilizantes quimicos en diferentes cultivos de la region.

Metodologia

Para el aislamiento de bacterias nativas con potencial biofertilizantes
se tomaron muestras de suelos de cultivos agricolas (yuca y frijol) en el
Indicar donde se realizo el experimento (localidad exacta).
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El presente estudio se realizo en fincas ganaderas del municipio
de San Juan de Betulia, en el departamento de Sucre, a una distancia de
21 km de la ciudad de Sincelejo, departamento de Sucre. Piso térmico
calido, presenta dos estaciones climaticas bien marcadas, la estacion de
lluvia y la estacion de sequia de forma (unimodal o bimodal), con una
temperatura media de 30°C y una humedad relativa de 80%. San Juan de
Betulia se caracteriza por tener extensas sabanas aptas para la ganaderia y la
agricultura. Se encuentra distribuido en toda la extension del territorio desde
el norte hasta el sur y de este a oeste. Posee lomas conformadas por arcillas
carbonatadas, arcillolitas y areniscas con textura arcillosa moderadamente
bien drenados y moderadamente profundos y con alta fertilidad.

La Figura 4 representala zona donde fue realizado el muestreo de suelo
correspondiente al municipio de San Juan de Betulia en el Departamento
de Sucre.

Figura 4. Vista satelital del municipio San Juan de Betulia, departamento de
Sucre. Tomado de (Google Map, 2017).
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Aislamiento de bacterias

Las muestras de suelo fueron colectadas de las areas destinadas
para el cultivo de yuca y frijol en el municipio de San Juan de Betulia
del departamento de Sucre. En zig-zag abarcando una extensién de 3 Ha.
Se tomo las muestras a 15 cm de la superficie de la rizosfera, retirando
la capa superficial (hojarasca y materia organica semidescompuesta), Se
homogenizaron las muestras en cada lote de terreno y se realizé un cuarteo
para obtener 1000 g de suelo representativo de cada uno (Lara y Oviedo,
2008). Las muestras fueron llevadas al laboratorio de biotecnologia de la
Universidad de Cordoba.

Aislamiento primario de los microorganismos

Se realizaron diluciones seriadas de 1:10, de la 10! hasta 107, las
dos ultimas fueron sembradas en caja de Petri con medios apropiados
e incubadas a una temperatura de 28 °C durante 2 dias; después de
este tiempo se revisaron las cajas de Petri y se observaron las colonias
tipicas. Se emplearon el medio de cultivo Burk’s para aislar y multiplicar
microorganismos fijadores de nitrogeno y productores de acido indol
acético (AIA) (Buchanan y Gibbonns, 1994; Park et al, 2005; Tejera y Lluch,
2005; Lara et al, 2007). Por su parte se utilizé el medio NBRIP (Kumar y
Narula; 1999), para aislar y multiplicar microorganismos solubilizadores
de fosfato. Se hicieron ensayos por triplicado.

Aislamiento secundario

A partir de los microorganismos obtenidos en el aislamiento primario
se realizaron repiques de las colonias en medios de cultivos selectivos. Medio
de cultivo Burk’s para aislar y multiplicar microorganismos fijadores de
nitrégeno y productores de acido indol acético (AIA) (Buchanan y Gibbonns,
1994; Park et al, 2005; Tejera y Lluch, 2005; Lara et al, 2007) y el medio
NBRIP (Kumar y Narula; 1999) para microorganismos solubilizadores de
fosfato. Se llevaron a incubacion y se hicieron observaciones de las colonias
tipicas nuevamente con el fin de tener cultivos axénicos (Lara & Oviedo,
2008). Se hizo revision del crecimiento de las colonias en cajas de Petri para
las observaciones de caracteristicas macroscopicas y se aplico el método de
Tincion de Gram para observar caracteristicas microscopicas. Se hicieron
ensayos por triplicado.
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Cuantificacion de la fijacion de nitrégeno, solubilizacion de
fosfatos y produccion de auxina

Prueba de solubilizacion de fosfato tricalcico

Para la determinacion de fosfato se empled el método
vanadomolibdofosforico (Sancho et al., 2004). Las bacterias aisladas fueron
reactivadas en cajas de Petri con medio de cultivo NBRIP sélido para luego
ser inoculadas en 10 ml de medio de cultivo NBRIP liquido previamente
estéril y se incubaron por 48 horas en agitacion constante de 150 rpm a
una temperatura aproximada de 29 °C. Luego por el método de diluciones
seriadas se verifico concentraciones de 10-8 UFC. Las muestras se
centrifugaron y se tomaron 7 ml del sobrenadante, se le agregaron 2 ml de
reactivo Vanadatomolibdato y se aforaron hasta 10 ml con agua destilada.
Se dejaron en reposo por 10 minutos y posteriormente se procedio a leer
la absorbancia a 440 nm., en el espectrofotometro Perkin- Elmer Lamba
11 UV-Vis. La intensidad de color amarillo en la prueba es proporcional
a la concentracion de fosfato. Para esta prueba los blancos fueron medios
de cultivo NBRIP liquido estéril y sin microorganismos. La lectura de las
absorbancias obtenidas de los medios inoculados se corrigio teniendo en
cuenta los blancos.

Para realizar la curva patron y determinar su ecuacion se prepararon
soluciones patrones de 40, 80, 120, 160, 200 y 240 ppm a partir de una
solucion estandar de 319,5 ppm de Fosfato acido de Potasio (KH2PO4)
con un volumen total de 25 mly se procedi6 a aplicar el mismo tratamiento
que a las cepas bacterianas. Una vez obtenidos los datos de absorvancias
estas fueron reemplazadas en la ecuacion de la curva patron calculando asi
las concentraciones de fosfatos. Todo el proceso se hizo por triplicado.

Determinacion de la actividad fijadora de nitrogeno

Para evaluar la capacidad fijadora de nitrogeno de las poblaciones
aisladas, se utilizé el método de valoracion del ién amonio empleando
la técnica calorimétrica de Berthelot (fenol-hipoclorito) (Lara y Villalba,
2007).

El procedimiento consisti¢ en inocular los aislados, en un medio de
suelo al 10%, y luego incubarlos a una temperatura de 28-29 °C durante un
tiempo de 48 horas con agitacion constante a 150 rpm. Por el método de
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diluciones seriadas se verifico concentraciones de 10-8 UFC. Pasado este
tiempo, se anadio 25 ml de cloruro de potasio (KCI) 2M, manteniéndose
el proceso de agitacion por una hora mas; seguidamente se dejo en
reposo hasta que todo el suelo se deposito en el fondo; se tomaron 10
ml del sobrenadante, se centrifugaron a 2000 rpm durante 20 minutos,
se le adicionaron 0,4 ml de solucién alcohélica de fenol al 10%, 0,4 ml
de nitroprusiato de sodio al 0,5% y 1 ml de solucién oxidante, la cual se
preparé mezclando 20 g citrato de sodio, 1 g de hidréxido de sodio y 1 ml
de hipoclorito de sodio 1,5 N en 100 ml de H20.

La mezcla se mantuvo en reposo durante 1 hora y posteriormente
se midi6 la absorbancia a 632,9 nm en un espectrofotometro Perkin-
Elmer Lamba 11 UV-Vis. Como blancos de suelo se utilizaron muestras de
tierras esterilizadas (sin microorganismos) a las cuales se les determiné la
concentracion del ion amonio por el método descrito anteriormente. Para
esta prueba el color azul indicaba la concentracion de nitrogeno fijada. La
evaluacion de las muestras se realizé por triplicado.

Las concentraciones deamonio obtenidas del sistema (sueloinoculado)
fueron corregidas teniendo en cuenta los blancos de suelo. La curva patron
se trazo a partir de una solucion estandar de 80 ppm de NH4CI, y el rango
de trabajo fue de 0,8-5,6 ppm (mg/l). Los valores de absorbancia fueron
reemplazados en la ecuacion de la curva patrén obteniendo asi os valores
reales de concentraciones fijadas de nitrégeno.

Cuantificacion de la produccion de acido indol acético (AIA)

Para la evaluacion quimica de AIA se utilizé medio de cultivo Burk’s
liquido libre de nitrégeno y con glucosa como su fuente de carbono, sales
minerales y agua destilada (Park et al, 2005). El pH fue ajustado a 6,8 y
posteriormente se esterilizo a 121°Cdurante 15 minutos.

Para la determinacion de la produccion de AIA se empled el
reactivo de Salkowski (FeCl3. 6H20 0.01 M y H2SO4 7.1 M) método
colorimétrico preparado a partir de cloruro férrico. Se inoculé cada colonia
de microorganismos en medio Burk’s liquido suplementado con triptéfano
al 1% (composicion por litro glucosa 5 g, Na2HPO4 1 g, NH4NO3 0.4 g,
NaCl 0.2, MgSO4.7H20 0.4 g, triptéfano 1 g) en recipiente esterilizados
previamente. Se llevo a agitacion constante a 150 rpm a una temperatura
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de 29°C por 48 horas (Lara et al, 2007). Se verificaron concentraciones
de 10-8 UFC por el método de diluciones seriadas. Pasado este tiempo
se centrifugoé a 4000 rpm por 15 min. Se tomo6 4 ml del sobrenadante,
se pas6 a un tubo de ensayo y se agregd 2 ml del reactivo de Salkowsky.
Posteriormente se incubd en oscuridad a temperatura ambiente de 25°C
por 30 min., la lectura se realizé por espectrofotometria a una absorbancia
de 530 nm. La intensidad de color rosado es proporcional a la produccion
de AIA. La preparacion de las soluciones patrones fueron a 3.2, 6.4, 9.6,
12.2,16.24, 30.4 y 45 ppm a partir de una solucion estandar de 160 ppm.
Estas soluciones se realizaron por triplicado. Las lecturas de las absorbancias
fueron corregidas con el blanco (medio Burk’s liquido suplementado con
triptofano al 1% sin microorganismos) y luego reemplazadas en la ecuacion
de la curva patron obteniendo asi los valores de produccion de acido indol
acético (AIA). Ensayos por triplicados.

Resultados y discusion

Aislamiento de bacterias nativas con potencial biofertilizante
aisladas de suelos agricolas

Aislamiento

Utilizando el medio selectivo Burk’s fueron obtenidos 38 aislados
para microorganismos fijadores de nitrogeno y productores de acido
indol acético (AIA) (Buchanan, 1994; Park et al, 2005; Tejera, 2005 &
Lara et al, 2007), de los cuales 24 pertenecieron a suelos donde estaba
establecido el cultivo de yuca y 14 al de frijol. A partir del medio NBRIP
para microorganismos solubilizadores de fosfatos (Kumar&Narula; 1999)
fueron 24 los aislados, con12 cepas para cada respectivo cultivo.

Por su parte, Lara et al (2011) en un estudio realizado en zona rural
del municipio de Monteria, Cordoba, obtuvieron un total de 61 bacterias
aisladas con el fin de determinar su capacidad de solibilizacion de fosfatos.
También en una investigacion en municipio de Mérida, Yucatan fueron 83
los microorganismos bacterianos aislados, de la cuales 22 fueron obtenidos
de las plantas de chile habanero, 31 de maiz y 30 de calabaza (Noh, et al,
2014). En otro estudio realizado en el Fundo San Martin de Porres en Tacna
— Pert se aislaron y caracterizaron 104 cepas de bacterias diazotroficas
nativas de la rizosfera del olivo (Clavijo et al, 2012).
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Un gran numero de las bacterias aisladas en el presente estudio
fueron Gram negativas (66,6 %), el resto fueron Gram positivas (33,3%).
A nivel microscopico se encontraron formas que variaron entre ovaladas,
cilindricas o de bastones; rectos o curvos (bacilos).

Estos resultados se pueden comparar con datos similares reportados
por Lara et al (2011) donde, segtin la coloracién Gram, se evidencio6 que la
mayor parte de las bacterias aisladas fueron Gram negativos (93%). Ademas
de encontrar bacilos Gram positivos (5%) y cocos Gram positivos (2%).

Por otro lado, las bacterias se multiplicaron rapidamente y con
incubaciones de 24 horas se hicieron visibles como colonias en los medios
de cultivo solidos. Las caracteristicas de las colonias de las diferentes
cepas bacterianas variaron, unas mas pequenas y otras bastante grandes.
Se observaron formas circulares e irregulares, con superficies planas o
convexas y en relacion a la pigmentacion que adquieren hubo cepas grises,
amarillas, azules y otras algo trasparentes.

Cuantificacion de la fijacion de nitrégeno, solubilizacion de
fostatos y produccion de auxina.

Prueba de medicion de solubilizacion de fosfato tricalcico.

De la curva de calibracion se obtuvo la ecuacion y = 0,0062x - 0,0015
con un R? igual a 0,9945, la cual permitié describir el comportamiento
de las absorvancias de fosfatos a diferentes concentraciones y longitud de
onda maxima. A partir de la ecuacion se calcularon las concentraciones de
fosfatos producidos por los microorganismos en estudio.

Los 24 microorganismos aislados en medio NBRIP fueron evaluados
quimicamente en su actividad solubilizadora de fosfatos. 11 bacterias fueron
solubilizadoras de fosfato con un maximo de 236,290 ppm y un minimo
de 42,741 ppm. El resto estuvieron por debajo del valor o no lograron
solubilizar fosfatos. Del cultivo de yuca 8 de 12 arrojaron concentraciones
y 2 no lo hicieron (Tabla 1), mientras que del cultivo de frijol solo 3 de los
12 aislados mostraron concentraciones dentro de la curva (Tabla 2).

231



Caracterizacion de bacterias nativas con potencial biofertilizante aisladas de suelos del
departamento de Sucre

BY6B

Gram

Caracteristicas
fenotipicas

Negativo

Colonias en forma
de gotas, color
beige,
semitranslicidas y
mucilaginosas

BF3C

Gram

Caracteristicas
fenotipicas

Negativo

Colonias en forma de
gotas, color beige,
semitransltcidas y
mucilaginosas

NY1D

Gram

Caracteristicas
fenotipicas

Negativo

Colonias covexas, de
color amarillo suave,
opacasy
mucilaginosas.

NY1B

Gram

Caracteristicas
fenotipicas

Negativo

Colonias de color
blanco, circulares,
opacasy
mucilaginosas

BY4D

Gram

Caracteristicas
fenotipicas

Negativo

Colonias pequefias,
planas, blancoy
traslucidas.

Figura 5. Descripcion macroscopica y microscopicas de las bacterianas nativas
aisladas y que presentaron un mayor potencial biofertilizante (BY6B, BF3C,

NY1D, NY1B, BY4D).
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Tabla 1.Concentracion de fosfatos de aislados de la rizosfera de yuca
(Manihot esculenta).

MUESTRA CONCENTRACION (ppm)

NY1B 236,290

NYID1 212,096

NY1F 123,387

NY5B 113,709
NY1D2 73,387

NY1E 45,967

NY2B 45,967

NY1C 42,741

Fuente: cdlculos del estudio

Tabla 2.Concentracion de fosfatos de aislados de la rizosfera de frijol
(Phaseolus vulgaris).

MUESTRA CONCENTRACION (ppm)
NF1D1 144,355
NF2F 121,774
NF2A2 110,484

Fuente: cdlculos del estudio

La cepa bacteriana NY1B se identific6 como la mas eficiencia en
solubilizacion de fosfatos. Dicho aislado correspondié a bacilos Gram
negativos, y a nivel macroscopico por colonias circulares de color crema
para el primero con bordes elevados, lisos y brillantes. Por otro lado el

asilado NY1D1 fue la cepa con la segunda mayor concentracion de fosfatos
(212,096 ppm).
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Estudios anteriores han demostrado la capacidad de algunas
bacterias para solubilizar fosfatos y de formas variables. Lara et al (2013),
reporté la especie Enterobactercloacae en suelos del departamento de
Sucre como solubilizadores de fosfatos (596 ppm), con un valor superior al
encontrado en la presente investigacion para la cepa NY1B (236,290 ppm)
para el mismo departamento. Lara et al, (2011) también ubican al género
Enterobactercomo microorganismos solubilizadores de fosfatos.

Collavino et al. (2010) aislaron cepas bacterianas solubilizantes
de las raices y rizosfera de yerba mate, y fueron asignados a los géneros
Enterobacter, Pantoea, Pseudomonas, Acinetobacter. También, otros
estudios pusieron en evidencia la capacidad solubilizadora de fosfatos
de Enterobacter, ademas de otros géneros comoErwinia, Pseudomonas,
Bacillus, Rhizobium, Klebsiella, Burkholderia, Serratia, Achromobacter,
Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter, Flavobacterium, Enterobacter,
Klebsiella, Arthrobacter, Rhodobacter, Pantotea y Klebsiella, entre las
bacterias (Patino y Sanclemente, 2014). Por su parte Yi et al. (2008)
demostraron que la produccion de exopolisacaridos confiere mayor
capacidad de solubilizacion fosfatos insolubles al género Enterobactersp.

Fernandez et al (2008) caracterizaron una cepa de P dispersa
demostrando que la misma actuaba como bioestimuladora del crecimiento
vegetal (PGPR) comprobandose su capacidad como solubilizadora de
fosfatos en medios axénicos. También Berrio et al. (2012) reafirmé que P
dispersa es fosfato solubilizadora a bajas temperaturas.

El proceso de solubilizacion de fosfatos es de gran importancia para
las plantas. Tanto asi que Lara et al (2011) mencionan que las bacterias
que solubilizan fosfato representan el 10% de la poblacion microbiana del
suelo.

Medicion del ion amonio en la determinacion de la capacidad
fijadora de nitrogeno.

La técnica calorimétrica de Berthelot (fenol-hipoclorito) permitio
evaluar la capacidad fijadora de nitrogeno de las cepas bacterianas en
estudio. Esta técnica consiste en la reaccion del amonio con el fenol e
hipoclorito en medio alcalino produciendo azul de indofenol determinado
colorimétricamente (Lara y Villalba, 2007) (Figura 6).
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Figura 6. Prueba fisicoquimica para determinar la concentracion de amonio
producido por aislados bacterianos.

Para determinacion de las concentraciones de nitrogeno en las cepas
bacterianas se uso la ecuacion de la curva de calibrado: Y = 0,220X + 0,008
R? =0,998

Para la prueba de nitrégeno se evaluaron quimicamente 38 muestras
aisladas en medio Burk’s. Sélo 16 mostraron ser fijadoras de nitrégeno, 10
correspondientes a rizosfera de yuca (Manihot esculenta) y 6 a la rizosfera
de frijol (Phaseolus vulgaris). La mayor concentracion fijada fue de 4,716
ppm para la cepa BY4D y la menor fue de 0,807 ppm para BY5A (tabla 3).
El resto de las cepas evaluadas mostraron valores por debajo de la curva de
calibrado o no fijaron nitrégeno.

Tabla 3. Concentracion de amonio producido por aislados de la rizosfera
de yuca (Manihot esculenta).

MUESTRA CONCENTRACION (ppm)
BY4D 4,716
BY3B 4,577
BY3G 2,289
BY2G 2,164
BY4B 1,018
BY1D 0,895
BY4E 0,868
BY3D 0,843
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MUESTRA CONCENTRACION (ppm)
BY2D 0,830
BY3B 0,814

Fuente: cdlculos del estudio

Tabla 4. Concentracion de amonio producido por los aislados de la
rizostera de frijol (Phaseolus vulgaris).

MUESTRA CONCENTRACION (ppm)
BF3C 1,655
BF2E 1,170
BF1B 1,148
BF3D 1,089
BF2B 0,889
BF3A 0,870

Fuente: cdlculos del estudio
La cepa BY4D con 4,716 ppm mostro los mejores valores para
concentraciones de amonios, son bacterias Gram negativas con colonias de
forma lisa, redondas, con bordes irregulares y color beige.

El género Pseudomonassp se encuentra reportado como fijador
de nitrégeno atmosférico. Orozco y Martinez (2009) aislaron a partir
de la rizosfera de P. patulabacterias fijadoras de nitrogeno y las pruebas
bioquimicas sugirieron que el 29 % de las mismas pertenecian al género
Pseudomonas sp. Santillana (2006) por su parte, evalué tres tipos de
cepas de Pseudomonas sp como inoculantes en diferentes cultivos bajo
condiciones de invernadero, entre ellos la papa y el tomate. En Cuba también
se han realizado un grupo de ensayos para el uso de biofertilizantes a base
de bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB) con resultados
importantes en especies del género Pseudomonas (Torriente, 2010).

Otros estudios involucran las Pseudomonas como productoras de
ATA (Noh et al, 2014) y otros dentro de un gran numero de bacterias que
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destacan por su potencial como biofertilizantes (Diaz et al., 2001; Zago et al.,
2000). Por su parte Fathalla et al. (2005) describen ocho cepas del genero
Pseudomonas como productoras de AIA; Pseudomonas entomophila,
P mosselii, P parafulva, P corrugado, P anguilliseptica, P putida, P
argentinensis, y Pentomophilacon valores oscilados entre oscilaron entre
7,84y 19,59 ppm.

Por otro lado, se han encontrado otros microorganismos con
capacidad de fijar nitrogeno. Lara y Oviedo (2008) reportan el género
Azotobacterspp y Azospirillumsppen los municipios de Monteria, Cereté,
Cienaga de Oro, San Carlos y San Pelayo (departamento de Cordoba)
como microorganismos fijadores de nitrégeno con concentraciones
para Azotobactersppde hasta3,734 ppm (San Carlos) y 3,207 ppm
paraAzospirillumspp (San Carlos), mientras que especies del género
Pseudomonas estuvieron pordebajo del rango o no produjeron. Se resalta
entonces que la Pseudomonas argentinensis aislada en el presente estudio si
presento capacidad de fijacion de nitrégeno, incluso con una concentracion
mas alta que las reportadas para otros microorganismos.

Los resultados en esta investigacion demuestran que existen
microorganismos con capacidad de convertir el nitrogeno atmosférico
en amonio. Esto se evidencia en que dentro del experimento las cepas
bacterianas no disponian de fuentes de nitrogeno diferente al que se
encontraba en el aire del recipiente que los contenia debido a que el medio
de cultivo estaba libre de este elemento. Los microorganismos que fijan
nitrégeno contienen nitrogenasa, encargada de romper el triple enlace
del nitrogeno molecular y que permite la formacion amoniaco liberando
hidrogeno.

Evaluacion de la produccion de auxina: Acido Indol Acético (AIA)

Se empleo el método colorimétrico utilizando el reactivo Salkowski
para determinar quimicamente las concentraciones de auxina (AIA) (Mayer,
1958). Este método es de gran sensibilidad y muy especifico en el analisis
de la produccién de AIA por los microorganismos a evaluar (Glickmann y
Deessaux, 1995) y se basa en que el reactivo de Salkowski oxida el AIA lo
que genera una coloracion rosa en las muestras en estudio que depende de
la concentracion presente.
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Figura 7. prueba fisicoquimica para determinar la produccion de AIA
de las diferentes cepas bacterianas aisladas.

Algunos estudios demuestran que el Acido Indol Acético es sintetizado
a partir del Triptofano a través de una conversion oxidativa realizada
por microorganismos (Muller y Weiler, 2000). Para esta investigacion se
adiciono L-triptéfano al medio de cultivo Burk’s con el fin de inducir la
produccion de dicha auxina.

Las concentraciones de AIA de las cepas bacterianas se determinaron a
partir de la ecuacion de la curva de calibrado que se muestra a continuacion:
Y=0,0285X+0,0133, R?2 = 0,9999. Donde Y es la absorvancia leida en el
espectofotometro y X la concentracion en ppm.

Los 38 microorganismos aislados en medio Burk’s fueron evaluados
quimicamente en su actividad como productores de AIA. 12 bacterias
fueron productoras de auxina (AIA) con un maximo de 44,323ppm y un
minimo de 3,225 ppm. El resto de las muestras estuvo por debajo de estos
valores o por debajo de la curva. Del cultivo de yuca (Manihot esculenta)
7 arrojaron concentraciones (Tabla 5), mientras que del cultivo de frijol
(Phaseolus vulgaris) solo 5 de los 12 aislados mostraron concentraciones
dentro de la curva (Tabla 6).
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Tabla 5. Concentracion de Acido Indol Acético producidos por aislados
de la rizosfera de yuca (Manihot esculenta).

MUESTRA CONCENTRACION (ppm)
BY6B 44,323
BY4B 32,621
BY6A 11,533
BY2B 4,814
BY3D 4,744
BY2F 4,516
BY2G 4,253

Fuente: cdlculos del estudio

Tabla 6. Concentracion de Acido Indol Acético producidos por aislados de
la rizosfera de frijol (Phaseolus vulgaris).

MUESTRA CONCENTRACION (ppm)
BF3C 29,533
BF1C 9,639
BF1B 9,498
BF4A 3,227
BF2D 3,225

Fuente: cdlculos del estudio
De acuerdo con los resultados, las bacterias con mayor ntmero
de cepas que arrojaron concentraciones de AIA fueron las aisladas de la
rizosfera de la yuca (Manihot esculenta). La cepa BY6B fue la Cepa mas
eficiente dentro del grupo que arrojaron resultados positivos en la prueba.
Son bacilos Gram negativos, sus colonias son de color blanco a beige,
circulares, concavas, semitraslucidas u opacas y mucilagosas o mucoides.

Bergottini et al., (2015) hicieron un estudio donde seleccionaron
tres aislados por ser los mejores en su actividad de fijacion de nitrogeno,
produccion de AIA y solubilizancion de fosfatos, como alternativa sostenible
para mejorar el rendimiento en cultivos, y reportaron a Rhizobium pusense
como el mayor productor de AIA.
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A pesar de los pocos reportes de la capacidad de Rhizobium pusense
parasintetizar dacido indol acético existen mas para el género Rhizobium
(Patten & Glick, 1996; Anwar, 2000), ademas de los otros microorganismos
yaampliamente conocidos como Azospirillum, Azotobacter y Pseudomonas.
Joseph et al. (2007), por su parte establecieron en su estudio que el 85,7%
del total de los aislados de Rhizobium fueron capaz de producir IAA. Otras
especies del género Rhizobium sintetizan AIA, Rhizobium meliloti, (20
ppm) (Williams y Singer, 1990), Rhizobium leguminosarum (2,0 ppm)
(Beltra et al., 1980).

Segun los resultados Rhizobium pusense tuvo la maxima produccion
obtenida y fue superior a la de otros microorganismos reportados en la
literatura como Azospirillunipoferun (16-32 ppm), Xanthomonassp. (20
ppm) Pseudomonas spp. (20-65 ppm). De igual forma, estuvo por encima
de valores reportados para microorganismos de su mismo género con
producciones de AIA de 22 ppm (Anwar, 2000; Rives et al., 2004; Somers
et al., 2005; Vandeputte et al., 2005).

Ademas de ser productor de AIA, Rhizobium pusense se ha reportado
como eficientes fosfato solubilizadoras con concentraciones de 273,84 ppm
y 262,83 pmm (Ali et al., 2015).

Bajas concentraciones de AIA han demostrado que son capaces de
estimular el desarrollo vegetal y que altas cantidades puedes llegar a inhibir
y reducir el alargamiento del tallo (Ramirez y Pérez, 2006, Hernandez,
2002), lo que quiere decir que no siempre que se evalta la produccion
de AIA y se arrojen valores altos o bajos, se pueda concluir respecto a su
capacidad para estimular el desarrollo de la planta.

Se ha propuesto la Via indol-3-piruvato (IPA) como la ruta
principal para la biosintesis de Acido Indol Acético (AIA) en plantas
y ha sido descrita en bacterias del género Rhizobium. Tiene tres etapas
principales, la primera la conversion de triptofano a acido indol-3-piravico
por una aminotransferasa. Una segunda etapa donde el acido indol-3-
pirtvico se descarboxila a dcido indol-3-acetaldehido por la indol-3-
piruvato descarboxilasa (IPDC), siendo esta la etapa limitante de la sintesis.
Y en la tltima etapa, el indol-3-acetaldehido es oxidado a AIA por la indol-
3-acetaldehido deshidrogenasa (Vega et al., 2016).
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Conclusiones

A partir de los medios selectivos fueron obtenidos 62 aislados de
los cultivos de yuca y frijol, dentro de los cuales el 66,6 % fueron Gram
negativos y 33,3 % Gram positivos. Done la Cepa

Las Cepas BY4D, BY6B y NYIB mostraron tener potencial
biofertilizante de acuerdo a las pruebas fisicoquimicas aplicadas pues
arrojaron los mejores valores de acuerdo con las pruebas. BY4D fue la Cepa
que presento la mas altos valores de concentracion del ion amonio (4,716
ppm), BY6Bpara AIA (44,323 ppm) y para la prueba de solubilizacion de
fosfatos NY1B (236,290 ppm).
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