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RESUMEN

Las propiedades de las plantas medicinales han sido estudiadas intensamente,
sin embargo, la asociacién de microorganismos a plantas medicinales de origen
altoandino ha sido investigado de manera escaza. Objetivo: evaluar las
propiedades promotoras del crecimiento vegetal de rizobacterias aisladas de la
rizosfera de Plantago major (Llantén) mediante ensayos in vitro. Materiales y
métodos: se aislaron un total de 50 cepas bacterianas, las cuales fueron
caracterizadas morfolégicamente. Se evalu6 de manera cualitativa la capacidad
de solubilizacién de fosfatos, la produccion de siderdforos y la produccion de acido
indol acético (AlA). Resultados: se logro aislar un total de 50 rizo-bacterias, de
las cuales seis cepas bacterianas poseian la capacidad de solubilizar fosfatos en
el medio NBRIP. Asimismo, nueve cepas mostraron produccién cualitativa de
sideroforos. En cuanto a la produccion de AIA, 15 cepas presentaron esta
capacidad, detectada mediante la prueba de Salkowski y lectura al
espectrofotometro, con variaciones en la intensidad de la reaccidn colorimétrica.
Conclusiones: este estudio permite resaltar el potencial de las bacterias
rizosféricas de P. major en aplicaciones agricolas, debido a su capacidad para
solubilizar fosfatos, producir sideroforos y acido indolacético, lo que podria
optimizar el desarrollo de plantas y su resistencia a condiciones adversas. Estos
resultados sugieren que estas bacterias pueden ser utilizadas en futuros estudios
de biofertilizacion, control biolégico y actividad terapéutica.

Palabras clave: bacteria, endofitos, Plantago major, reguladores del crecimiento

vegetal, rizosfera, sideréforos (Fuente: DeCS)
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ABSTRACT

The properties of medicinal plants have been intensively studied; however, the
association of microorganisms with medicinal plants of high Andean origin has yet
to be investigated. Aim: To evaluate the growth-promoting properties of
rhizobacteria isolated from the rhizosphere of Plantago major (Llantén) by in vitro
assays. Materials and Methods: 50 bacterial strains were isolated and
morphologically characterized. Phosphate solubilisation capacity, siderophore
production and indole acetic acid (IAA) production were qualitatively evaluated.
Results: 50 rhizobacteria were isolated, of which six bacterial strains could
solubilize phosphates in the NBRIP medium. Likewise, nine strains showed
qualitative production of siderophores. As for the production of AIA, 15 strains
showed this capacity, detected by the Salkowski test and spectrophotometer
reading, with variations in the intensity of the colorimetric reaction. Conclusions:
This study highlights the potential of rhizospheric bacteria of P. major in agricultural
applications due to their ability to solubilize phosphates and produce siderophores
and indoleacetic acid, which could optimize plant development and resistance to
adverse conditions. These results suggest that these bacteria can be used in future

studies of biofertilization, biological control, and therapeutic activity.

Keywords: bacteria, endophytes, Plantago major, plant growth regulators,
rhizosphere, siderophores (source: MeSH).
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l. INTRODUCCION

Las plantas medicinales agrupan a un conjunto de organismos vegetales con
caracteristicas medicinales y/o curativas las cuales han sido utilizadas por el
hombre desde los inicios de su origen. Estos organismos vegetales poseen una
excelente capacidad de produccion de metabolitos secundarios que tienen efectos
curativos contra diferentes enfermedades e infecciones ocasionadas por
microorganismos patogénicos, ademas dichos metabolitos poseen caracteristicas
antimicrobianas, anti-parasiticas, antiflngicas, antivirales y hasta anticancerigenas
(1-5). Los organismos vegetales forman intimas relaciones con una diversidad de
organismos y microorganismos, dentro de este grupo se han descrito varios
integrantes microbianos tales como bacterias endofitas y bacterias rizosfericas.
Estas Ultimas viven asociadas a la rizosfera de las plantas y en ocasiones pueden
ingresar al interior de los tejidos convirtiendose en endéfitos bacterianos de la
planta huésped sin ocasionar efectos nocivos aparentes. Estas bacterias poseen
varias ventajas como promover el crecimiento de las plantas, aumentan su
resistencia a los patdgenos y al estrés, regulando la sintesis de metabolitos

medicinales.

Estudios recientes demuestran la relacion entre las bacterias rizosfericas y las
plantas medicinales. Las rizobacterias pueden tener multiples aplicaciones en la
agricultura, la medicina y la industria, debido a su capacidad de mejorar el
crecimiento vegetal, potenciar la resistencia de las plantas a factores ambientales
adversos y producir metabolitos medicinales. Su distribucién y poblacion dependen
de la genética, la salud y el medio ambiente de la planta huésped. Comprender los
endofitos y rizobacterias puede ayudar a utilizarlos para mejorar el rendimiento y la

calidad de las plantas medicinales (6,7).

Las rizobacterias de plantas agricolas pueden promover el crecimiento y la salud
de las plantas, pero poco se conoce sobre las rizobacterias asociadas a plantas
medicinales de origen altoandino. Estudios desarrollados en Teucrium polium
permitieron el aislamiento de endofitos bacterianos y fangicos donde se
caracterizaron sus propiedades promotoras del crecimiento vegetal. Los endofitos
identificados como especies de Bacillus y Penicillium. Ambas bacterias produjeron

hormonas de crecimiento vegetal, enzimas, antimicrobianos y solubilizaron
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fosfatos. Estos enddfitos y consorcios seleccionados se aplicaron sobre el
crecimiento de la planta medicinal. Las rizobacterias mejoraron el crecimiento de
las plantas, por lo que pueden utilizarse como inoculantes para la produccion

sostenible de cultivos (8).

Los microorganismos enddfitos y rizosféricos asociados a las plantas medicinales
Hypericum perforatum y Ziziphora capitata poseen actividades antimicrobianas
contrastadas. Los extractos obtenidos de H. perforatum mostraron una fuerte
actividad antimicrobiana. Mediante MALDI-TOF MS se identificaron las bacterias
rizosfericas y endofiticas cultivables presentes en esta planta. En la planta H.
perforatum se encontraron mas bacterias con actividad antagonista. Los aislados
antagonistas controlaron la podredumbre radicular por Fusarium en tomates y
fueron capaces de estimular el crecimiento de las plantas en el invernadero,

mostrando potencial como agentes de biocontrol rentables (13).

Un estudio de 24 plantas medicinales de los Ghats occidentales logro el aislamiento
de 75 enddfitos y rizobacterias. Mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA se
identific6 13 géneros, perteneciente principalmente a Gammaproteobacterias y
Firmicutes. La secuenciacién del genoma permito identificar ademas especies
dentro de los géneros dominantes Bacillus, Enterobacter y Serratia. Cinco aislados
mostraron actividad antimicrobiana contra el patégeno Pectobacterium. La
aplicacion de enfoques moleculares y gendmicos permitié la obtencion de una
coleccion unica de enddfitos y rizobacterias de plantas medicinales que albergan
grupos de genes de metabolitos especializados que pueden analizarse en busca
de nuevos compuestos bioactivos (14).

Otro estudio evaluo la capacidad de las bacterias rizésfericas y endoéfitas asociadas
a manuka. Diez bacterias aisladas de esta planta mostraron la capacidad de inhibir
hongos botriosferiaceos. Pruebas sobre los mutantes de rifampicina y PCR ERIC
confirmaron que 2 aislados colonizaban endofiticamente la vid cuando se
inoculaban sobre las heridas. Las bacterias fueron capaces de inhibir 2 especies
de botryosphaeriaceous y redujeron la longitud de las lesiones patogenas (32-52%)
frente a los controles. Manuka permitié obtener nuevos microbios para el biocontrol

en agricultura sostenible, lo cual demuestra que los endéfitos y rizobacterias de



plantas medicinales pueden transferirse a otros huéspedes y suprimir

enfermedades (15).

Actualmente existe un gran problema por la sobrepoblacién y crecimiento
demogréfico estimandose que al 2050 la poblacion humana alcanzara los 9000
millones, indiscutiblemente este incremento poblacional desencadenara una
necesidad abundante por alimento. Para sobrellevar este problema requerira una
mayor produccion de alimentos hasta en un 80%. Por lo tanto, se requiere
estrategias adecuadas para enfrentar y mejorar el rendimiento de los cultivos con

estrategias amigables con el ambiente (9,10).

Por otro lado, otro problema importante para destacar es el tema relacionado a la
resistencia microbiana a los antibiéticos que requiere soluciones urgentes y
busqueda de nuevos compuestos con actividad antimicrobiana que reemplacen a
los antibioticos tradicionales. Otra probleméatica adicional es la contaminacion
ambiental, sobre todo la asociada a las matrices acuéticas por la emision de
efluentes residuales, por lo cual, los microorganismos asociados a plantas pueden
ser empleados en los procesos de biorremediacidon para el tratamiento de dichos

contaminantes (11,12).

Las rizobacterias o también conocidas como rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR) son microorganismos que forman parte de la
rizosfera vegetal, y tienen diferentes propiedades al desarrollar una relacion
simbidtica con la planta. Benefician a la planta al mejorar crecimiento de las plantas
a través de una diversidad de mecanismos: solubilizacion de fosfatos minerales,
produccion de sideréforos, fijacion de nitrogeno atmosférico, moldear la
arquitectura de la rizosfera, entre otras descritas ampliamente (16).

Las plantas medicinales son altamente valoradas debido a sus caracteristicas y
propiedades de produccion de metabolitos secundarios. El Llantén (Plantago major)
es una planta originaria de América y Europa utilizada ampliamente en la medicina
andina para el tratamiento de dolor de muelas, dolor de oidos, halitosis, lesiones
orales, llagas en la boca, epistaxis, hemoptisis, dientes flojos, gingivitis y amigdalitis
haciendo gargaras con el jugo de las hojas o su decoccién, o dejandolo caer en el
oido y aplicando hojas secas semi-calientes sobre el lugar afectado (17-19). Sin

embargo, poca o escaza informacibn se ha elaborado acerca de los
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microorganismos rizosféricos asociados a esta planta, dichos microbios de la

rizosfera y epifitos poseen un elevado potencial biotecnoldgico.

Especificamente no se reportan estudios previos en la especie Plantago major en
nuestra latitud, sin embargo, en otras zonas se han desarrollado ensayos para el
estudio de rizobacterias asociadas a otras especies del género Plantago.

Bhardwaj et al. (2023) lograron el aislamiento de rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR) de la rizésfera de Acorus calamus, una planta
medicinal de alta relevancia. Mediante métodos moleculares, se identificaron las
cepas KH8, ND15, GP17 y NR24 como Obesumbacterium proteus MK036425,
Hafnia sp. MH825718, Kosakonia oryzae MH825719 y Bacillus thuringiensis
MKO036424, respectivamente, con una similitud del 99% en el gen 16S rRNA. Estas
cepas demostraron actividades significativas de solubilizacion de fosfatos (49-72,52
pg/ml), produccion de sideréforos (52-83 %SU), enzimas liticas y compuestos como
HCN y amoniaco. Este estudio enfatiza la potencialidad de estas rizobacterias para
ser usadas en bioformulaciones, contribuyendo a la sostenibilidad ambiental (20).

Estudios desarrollados por Shi et al. (2023) desarrollaron el aislamiento de tres
cepas bacterianas con alta eficiencia en la fijacion de nitrégeno desde la rizosfera
y tejido radicular de Astragalus mongolicus, una planta medicinal tradicional en
China. Las cepas identificadas como Bacillus sp. J1, Arthrobacter sp. J2 y Bacillus
sp. G4, fueron seleccionadas entre 86 cepas potenciales debido a su capacidad de
promover significativamente el crecimiento de A. mongolicus, aumentando el
contenido de nitrégeno, fésforo y potasio en la planta. Los analisis filogenéticos del
gen 16S rRNA confirmaron que estas cepas pertenecen a géneros bacterianos
conocidos por sus propiedades benéficas para la agricultura. Ademas, se comprobo
la ausencia de antagonismo entre las cepas, lo que permitié su combinacion en un
biofertilizante. Este producto no solo mejoré la biomasa y la acumulacion de
metabolitos activos de la planta, sino que también modifico la estructura de la
comunidad bacteriana en el suelo, incrementando la abundancia relativa de
Proteobacterias, grupo clave en la fijacion de nitrégeno y resistencia al estrés
ambiental (21).

Ensayos desarrollados por Chamkhi et al. (2023) reportan el aislamiento de 88

cepas de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) asociadas a la
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rizosfera de Crocus sativus L. (azafran) en la region de Taliouine, Marruecos. El
analisis filogenético del gen 16S rRNA permitid identificar ocho géneros
bacterianos, destacando Pseudomonas, Rahnella y Variovorax como los mas
abundantes. Estas cepas demostraron multiples propiedades beneficiosas, como
solubilizacion de fésforo, produccion de auxinas, sideroforos, fijacion bioldgica de
nitrogeno y actividad antagonista contra Fusarium oxysporum. Las cepas mas
prometedoras seran evaluadas en ensayos de campo como biofertilizantes,

buscando mejorar el rendimiento y la calidad del cultivo de azafran (22).

Khalil et al. (2021) detallan el aislamiento de 15 hongos enddfitos a partir de hojas
saludables de Ephedra pachyclada, una planta medicinal del Protectorado de Santa
Catalina, Egipto. El andlisis filogenético del gen ITS permitio identificar cepas
pertenecientes a los géneros Penicillium, Alternaria y Aspergillus, siendo
Penicillium commune EP-5 el productor méas eficiente de acido indolacético (IAA),
con 192.1 + 4.04 ug/mL en presencia de 5 pg/mL de triptéfano. Ademas, Aspergillus
flavus EP-14 mostré una alta capacidad de solubilizacion de fosfatos. Estos hongos
demostraron promover el crecimiento de Zea mays L., mejorando la longitud de
raices y aumentando la biomasa. Los resultados sugieren su potencial aplicacion

como biofertilizantes ecologicos (23).

Otros ensayos desarrollados por Hlongwane et al. (2023) reportan el aislamiento
de tres cepas de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) a partir
de nddulos radiculares de Lessertia frutescens, una planta medicinal nativa de
Sudafrica. El andlisis filogenético del gen 16S rRNA permitié identificar las cepas
como Mesorhizobium sp. TUTLFNC33, TUTLFNC37 y TUTLFWC74. La cepa
TUTLFNC37 demostro ser la mas prometedora, induciendo tolerancia a la sequia
mediante el aumento de la proliferacion radicular, acumulacion del osmolito prolina
y cierre estomatico. Ademas, la inoculacion con esta cepa mejoro la biomasa, la
actividad antioxidante y la sintesis de metabolitos secundarios como los
sutherlandiosidos y sutherlandinas. Este estudio destaca el potencial de
TUTLFNC37 como un bioinoculante ambientalmente amigable para mitigar el

estrés hidrico en cultivos medicinales (24).

Estudios realizador por Saryanah et al. (2021) lograron el aislamiento de 150

bacterias enddfitas y rizobacterias asociadas a Curcuma xanthorrhiza en Indonesia,
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de las cuales 57 mostraron propiedades promotoras del crecimiento vegetal. El
analisis funcional revel6 que 29 cepas tenian capacidad de solubilizar fosfato, 32
podian fijar nitrdgeno y 55 producian acido indolacético (IAA) en concentraciones
de hasta 79.243 mg/L. Diez cepas seleccionadas, incluyendo endofitas y
rizobacterias, demostraron aumentar significativamente la longitud de raices y el
peso fresco de plantulas de arroz, pero no tuvieron efectos significativos en el
crecimiento de curcuma de Java. Los resultados destacan el potencial de estas
bacterias como biofertilizantes sostenibles para la agricultura (25).

Estudios sobre las caracteristicas y actividad promotora de crecimiento vegetal de
bacterias aisladas de la rizosfera de Plantago major son relevantes para la industria
farmacéutica, debido al mayoritario empleo de esta planta medicinal en la
formulacion de productos medicinales y nutracéuticos, gracias a sus propiedades
antiinflamatorias, antimicrobianas y cicatrizantes. La optimizacion del cultivo de P.
major empleando bacterias promotoras de crecimiento (PGPR) ayudaria a
incrementar el rendimiento y la calidad de los metabolitos bioactivos de la planta,
mejorando asi la eficiencia en la produccion de principios activos. Adicionalmente,
el enfoque y potencial biotecnolégico mediante la asociacion con PGPR puede
reducir la necesidad de insumos agricolas sintéticos, garantizando la sostenibilidad
y calidad de las materias primas utilizadas en la elaboracion de productos

farmacéuticos, conllevando a una extraccion y desarrollo sostenible en el tiempo.

Por lo tanto, el objetivo del estudio es identificar las caracteristicas promotoras de

crecimiento vegetal de rizobacterias aisladas de la rizosfera de Plantago major.

Hipétesis: En la rizosfera del Plantago major se encuentra rizobacterias que
presentan caracteristicas promotoras de crecimiento vegetal mediante la
produccion de fosfatos, solubilizacién de fosfatos y produccion de Acido Indol

Acético.
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Il MATERIALES Y METODOS

2.1. ENFOQUE Y DISENO DE LA INVESTIGACION

Enfoque: Este trabajo de investigacion es de ruta cuantitativa porque cuenta con
variables cuyas mediciones otorgan datos numeéricos susceptibles a ser
organizados con herramientas estadisticas, aunque la naturaleza de las variables

es mixta cualitativa y cuantitativa.

Disefio: Se empleo un disefio no experimental puesto que, aunque se busco
establecer una causa de promocion del crecimiento vegetal en las bacterias
aisladas de la rizosfera; la cantidad de biomasa de estas no fue manipulada por el

investigador para establecer un nivel de relacién mas profundo y explicativo.

Tipo o Alcance: Correccional causal al intentar establecer la relacion entre la
presencia de bacterias aisladas de la rizosfera de P. major y la promocién del
crecimiento vegetal evidenciado en tres indicadores como fueron (i) la solubilizacién

de fosfatos, (ii) produccion de sideréforos y de (iii) acido indolacético (fitohormona).

Corte: Transversal al aislarse las bacterias y analizar sus propiedades promotoras

del crecimiento vegetal en un Unico evento, o periodo de tiempo de investigacion.

2.2. POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

La poblacion de estudio estuvo conformada por bacterias rizosfericas asociadas a
las plantas llantén. 3 individuos de P. major fueron seleccionadas con la finalidad
de obtener 500 gramos del suelo rizosférico, los cuales fueron extraidos de la zona
circum-lacustre del distrito, provincia y departamento de Puno ubicado a 3820
msnm, tomando las coordenadas aproximadas de 15°43'18.6"S y 69°46'59.93"W.
La muestra estuvo constituida por las bacterias asociadas al suelo rizosférico (500
g) de seis plantas de Llantén siguiendo criterios tales como:

Los criterios de inclusion considerados seran los siguientes:

- Plantas sanas

- Raices de las plantas

- Bacterias procedentes de la rizosfera del llantén

Los criterios de exclusion seran:

- Plantas enfermas
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- Otras partes de la planta.
El muestreo desarrollado en el proyecto fue mediante muestreo aleatorio simple
buscando seleccionar las plantas en el area seleccionada, donde cada planta tuvo

la misma probabilidad de ser recolectada (27).

2.3. VARIABLES DE ESTUDIO

Variable uno: Cepas de bacterias rizosfericas.

Definicion conceptual: Las bacterias rizosfericas son microorganismos que
colonizan la rizosfera de las plantas, desarrollando un nicho ecoldgico en el
suelo. Este grupo de bacterias viven de manera inocua en el suelo y forman
parte del microbiota benéfico del suelo que se asocia a las raices vegetales
(28).

Definicion operacional:

Aislamiento y caracterizacion de bacterias de la rizosfera de plantas de P.

major mediante técnicas microbioldgicas.

Variable dos: Caracteristicas promotoras de crecimiento vegetal.

Definicion conceptual: Caracteristicas fisiologicas de bacterias rizosfericas
gue promueven el crecimiento vegetal mediante diferentes mecanismos
tales como: solubilizacion de fosfatos por la produccion de fitasas y acidos
organicos, produccion de sideroforos con actividad quelante de moléculas
de hierro, produccion de Acido Indol Acético (AIA) como un precursor de la

fitohormona vegetal (29).

Definicion operacional:

Las Caracteristicas promotoras de crecimiento vegetal indican las
propiedades o actividad de un componente biolégico que participa y
contribuye en el desarrollo de las plantas. Bajo esta premisa se evaluaron
los siguientes parametros: i) produccion de fitohormonas: evaluacion de la
capacidad de las bacterias en la produccion de un precursor de la
fitohormona acido indolacético (AIA) mediante la adicion del reactivo de
Salkowski, ii) solubilizacion de fosfatos: ensayos in vitro en medio NBRIP,
realizados con la finalidad de evaluar la capacidad de las bacterias para
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transformar fosfatos insolubles en formas solubles que puedan ser
absorbidas por las plantas, iii) produccion de sideroforos: analisis de la
capacidad de las bacterias rizosfericas en la produccién de sider6foros
(metabolitos quelantes de hierro), dicha evaluacion se realiza en medio
modificado de Cromo Azurol Sulfonato (CAS) (29).

2.4. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE MEDICION

La técnica fue observacional, para la cual se aplicaron los siguientes items:

Guia de Observacién: se utilizaron fichas de datos para registrar el
crecimiento celular, la identificacidn de las cepas y registrar datos cualitativos
como como color, tamafio, forma de las cepas bacterianas. Adicionalmente
se registraron las caracteristicas promotoras de crecimiento vegetal (indices
de solubilizacion de fosfatos, produccion de siderdforos y produccion de

Acido Indol Acético por longitud de onda).

2.5. PROCEDIMIENTOS PARA LA RECOLECCION DE DATOS

2.5.1. Recoleccion y reconocimiento de la muestra vegetal:

Las plantas fueron recolectadas de la zona circum-lacustre de la ciudad de
Puno a 3820 msnm. Se tomaron seis muestras de 500 g del suelo rizosférico
del Llantén, los cuales fueron colocados en bolsas estériles zipploc,
manteniéndolos bajo refrigeracion en cooler con gel packs hasta su
transporte al laboratorio. Toda la recoleccion fue desarrollada en condiciones

estériles utilizando guantes para su manipulacion (28).

2.5.2. Aislamiento y purificacion de las bacterias rizosféricas

Con la finalidad de recuperar las bacterias de la rizosfera, 10 g del suelo
rizosfeérico fueron colocados en 90 ml de una solucion salina (NaCl 0.8%),
dicha muestra estuvo bajo agitacion constante por un periodo de 30 minutos
a temperatura ambiente (27). A partir de esta muestra se realizaron
diluciones sucesivas (101, 102, 102 y 104). Seguidamente, 100 uL de cada
dilucion fueron inoculadas en placas Petri con medio de cultivo para

crecimiento bacteriano (agar Luria Bertani), finalmente, las placas fueron
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incubadas a 30°C £2 por 48 h o hasta observar crecimiento y aparicion de
colonias visibles (27). El siguiente paso consistid en seleccionar todas las
colonias separadas y repicarlas en los medios de -cultivo utilizados
previamente con la finalidad de aislarlas y obtener cepas bacterianas puras.
Una vez obtenido el pool de cepas se procedié a su almacenamiento en un
banco de cepas utilizando glicerol al 30 %, el cual se utiliz6 como crio-

protectante (30).

2.5.3. Evaluacién cualitativa in vitro de la solubilizaciéon de fosfato
tricélcico.

Las bacterias rizosfericas fueron reactivadas en agar LB e incubadas a 28
°C y luego fueron inoculadas en caldo LB a una temperatura de 28 °C con la
finalidad de alcanzar un crecimiento exponencial o una poblacién de 3x107
UFC. A partir de esta muestra 100 pL fueron inoculados sobre el medio
NBRIP (10 g de glucosa, 5 g de MgClz, 0.2 g de KClI, 0.25 g de MgSOa-7H20,
0.1 g de (NH4)2S0O4, 5 g de Cas3(PO4)2 y 15 g de agar) con el objetivo de
inducir la solubilizacion del fosfato mineral (29). Este ensayo fue realizado
por triplicado. Cada placa se incub6 a 28 °C por un periodo de cinco dias
hasta observar la formacion de halos de solubilidad.

2.5.4. Evaluacion cualitativa in vitro de la produccion de sidero6foros.

Para la evaluacion de la produccion de sideréforos se emple6 el medio de
cultivo agar Cromo Azurol Sulfonato (Agar CAS). La preparacion de este
medio posee cierta complejidad: 0.06 g de CAS en 50 ml de H20 son
mezclados con 10 ml de solucion de cloruro de hierro (0.0027 g FeClI3.6 H20
y HCI 10 mM). Luego se agrega una solucién de 0.073 g de HDTMA
(Bromuro de hexa-decil-trimetil-amonio) en 40 ml de H20, donde se obtiene
una solucién de color azul oscuro. Seguidamente, se prepara una mezcla de
800 ml de H20, 100 ml de MM9 (g/L: KH2P04,30; NaCl, 50; 100 g NH4Cl y
20 ml de glucosa al 20 %.) 1.5 % de agary 10.29 g de Tris-HCI 0.1 M (65,66).
Finalmente, se mezclan las soluciones esterilizadas agregando la solucién
colorante azul a lo largo del vidrio y se agita. Los montajes se realizan por
triplicado inoculando por puncion la bacteria a evaluar, en el centro de una

placa de 6 mm Agar CAS y se incubo por 3 dias a 28 °C (33).
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2.5.5. Evaluacion cualitativa in vitro de la produccién de AlA.

Se emplearon tubos de ensayo con 5 ml de caldo LB suplementado con
triptéfano (0.1%) a los cuales se inoculo 20 pl de in6culo bacteriano,
seguidamente fueron incubados a 28 °C por 72 manteniendo una agitacion
constante (150 rpm). Se tomo el sobrenadante para la evaluacion el cual fue
obtenido de la siguiente manera: centrifugacion de los tubos a 5000 rpm
durante 5 min, transfiriendo solo 2 ml del sobrenadante a un tubo de ensayo
nuevo y se descartd el pellet. Se adiciono 4 ml del reactivo de Salkowsky
(FeCls al 2 % en acido perclérico 0.5 M al 35 %). Esta mezcla se mantuvo en
oscuridad, a temperatura ambiente durante 30 min. Finalmente se verifico el
viraje de coloracion, indicando las positivas con un tono color rosa muy fuerte
(35, 36).

2.6. METODOS DE ANALISIS ESTADISTICO

Uso del programa Microsoft Excel para la tabulacién de los datos.

2.7. ASPECTOS ETICOS

Se han tenido en cuenta varias consideraciones éticas fundamentales para el
desarrollo del estudio. En primer lugar, se ha evaluado el impacto ambiental de la
toma de muestras de la rizosfera, utilizando métodos ecoldgicos y no destructivos
para la recoleccion. Esta practica garantiza la conservacion del ecosistema local y
previene la posible extincion de especies. Asimismo, se ha asegurado la obtencion
de los permisos pertinentes al recolectar muestras de areas protegidas o de
propiedad privada, incluyendo el consentimiento de las comunidades locales
cuando sea necesario. Este enfoque respeta tanto los derechos de las personas
como las normativas ambientales vigentes. La investigacion se ha realizado con un
alto grado de transparencia, presentando los métodos y resultados de forma clara
y honesta. Ademas, se han declarado posibles conflictos de interés y se ha asumido
la responsabilidad en la interpretacion de los hallazgos. Al trabajar con
microorganismos Yy plantas, se ha considerado la importancia de la biodiversidad y
el uso sostenible de los recursos biologicos, investigando el impacto potencial de

las practicas en otras especies del ecosistema.
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3.1. Aislamiento de cepas bacterianas a partir de la rizosfera

RESULTADOS

Un total de 50 bacterias cepas bacterianas fueron aisladas a partir del suelo

rizosférico (tabla 1), donde se observo distintos tamafios y formas de la colonia en

cada cepa bacteriana.

Tabla 1. Cepas bacterianas aisladas a partir de la rizosfera de Plantago

major
Etigueta Morfologia Color  Tamafio (mm)
Pmjrl Bacilo Blanco 15
Pmjr2 Cocos Amarillo 2.0
Pmjr3 Espirilo Rosa 1.8
Pmjr4 Bacilo Verde 2.5
Pmjr5 Cocos Naranja 1.2
Pmjré Bacilo Blanco 2.0
Pmjr7 Espirilo Crema 15
Pmjr8 Cocos Blanco 2.3
Pmjr9 Bacilo Amarillo 1.7
Pmjr10 Espirilo Verde 2.8
Pmjril Cocos Blanco 1.6
Pmjr12 Bacilo Naranja 2.1
Pmjri3 Espirilo Crema 20
Pmjrl4 Bacilo Rosa 1.9
Pmjr15 Cocos Blanco 1.4
Pmjrl6 Bacilo Amarillo 2.6
Pmjr17 Espirilo Verde 1.7
Pmjrl8 Cocos Crema 2.2
Pmjr19 Bacilo Naranja 2.4
Pmjr20 Espirilo Blanco 1.5
Pmjr21 Cocos Rosa 1.8
Pmjr22 Bacilo Verde 2.7
Pmjr23 Espirilo Crema 1.9
Pmjr24 Cocos Blanco 2.0
Pmjr25 Bacilo Amarillo 2.3
Pmjr26 Espirilo Naranja 2.1
Pmjr27 Cocos Crema 1.6
Pmjr28 Bacilo Blanco 2.4
Pmjr29 Espirilo Rosa 15
Pmjr30 Cocos Verde 25
Pmjr31 Bacilo Crema 2.2
Pmjr32 Espirilo Blanco 1.7
Pmjr33 Cocos Amarillo 2.0
Pmjr34 Bacilo Naranja 2.1
Pmjr35 Espirilo Crema 2.3
Pmjr36 Cocos Blanco 1.9
Pmjr37 Bacilo Rosa 2.5
Pmjr38 Espirilo Verde 1.8
Pmjr39 Cocos Crema 21
Pmjr40 Bacilo Blanco 2.6
Pmjr41 Espirilo Amarillo 15
Pmjr42 Cocos Naranja 2.4
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Pmjr43 Bacilo Crema 2.2
Pmijrd44 Espirilo Blanco 1.9
Pmjra5 Cocos Verde 2.0
Pmjr46 Bacilo Naranja 2.5
Pmjr47 Espirilo Crema 2.3
Pmjr48 Cocos Blanco 1.6
Pmjr49 Bacilo Amarillo 21
Pmjr50 Espirilo Verde 2.7

La tabla 1, presenta la agrupacién de diferentes cepas bacterianas donde se
describen sus caracteristicas morfoldgicas, colores y tamafios de colonia.
Referente a la morfologia, las cepas se agrupan en tres distintas categorias
morfologicas: i) Bacilo: forma mas frecuente en la tabla, con un total de 19 cepas,
estos bacilos presentaron una caracteristica mas alargada y en forma de baston; ii)
cocos: 16 cepas aisladas muestran forma de cocos, siendo estas células
redondeadas o de forma esférica; iii) espirilo: la cual incluye 15 cepas que
mostraron una forma espiral o helicoidal. Con respecto al color de las colonias, el
color blanco es el color mas comuan, presente en 14 cepas, este color es una
caracteristica muy habitual en las colonias bacterianas y probablemente este
asociado con una diversidad de especies. El color crema es el segundo color con
mayor frecuencia, con 10 cepas. Este color, también es un color tipico en bacterias
con capacidad de producir pigmentos con ligero color. Los colores amarillo, Verde,
Naranja, y Rosa fueron menos comunes, sin embargo, cada uno aparece en varias
cepas, indicando ligeras diferencias en la produccién de pigmentos bacterianos.
Por ultimo, el tamafio de las colonias varia entre 1.2 mm y 2.8 mm, sugiriendo
diferencias en la tasa de crecimiento y la capacidad de expansion de las diferentes
cepas.

Cada aislado obtenido fue purificado en una placa individual y seguidamente
almacenado a -80 °C, empleando un anticongelante como el glicerol (30%) y el

medio de cultivo respectivo (LB).
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3.2. Solubilizacion de fosfatos

La evaluacion para la solubilizacion de fosfatos fue desarrollada en el medio NBRIP
utilizando un indicador de pH (verde bromocresol) (anexo 2). La formacion de un
halo alrededor de la colonia permitié diferenciar las bacterias positivas a la prueba
de solubilizacion de fosfatos, siendo 6 las bacterias positivas: Q1R1, PS3, Q1Rh2,
Q1Rh6, Q1Rp2 y PS8. Por otra parte, en la tabla 2, se aprecia los indices de
solubilizacion de fosfatos tomados a partir de los halos formados.

Tabla 2. indice de solubilizacién (ISx) de fosfatos de las rizobacterias
aisadas de P. major.

Especie Cepa ® halo ® colonia ISx (A/B) (mm)
Pmijr10 3.15 1.05 3.0
Pmjri4 4.09 1.2 34
: Pmijr2 3.8 1.23 3.1
Plantago major .
Pmijrd5 4.5 1 45
Pmjr50 3.83 1.33 2.9
Pmijr40 5.32 1.26 4.2

El indice de solubilizacion de fosfatos en las bacterias positivas a la prueba de
solubilizacion, donde la cepa Q1RH2 mostro una elevada capacidad cualitativa de
solubilizacion frente a las demas, siendo una cepa con un alto potencial promotor

de crecimiento vegetal.

Segun la tabla 2, se observan el didmetro del halo y la colonia, asi como la relacion
ISx (A/B), para diferentes cepas asociadas a P. major. Los diametros del halo varian
de 3.15 mm a 5.32 mm y los de la colonia de 1.0 mm a 1.33 mm. La relacion 1Sx
(A/B), que indica la efectividad de la cepa en la formacién del halo, varia entre 2.9
y 4.5, siendo Q1RH2 la mas alta (4.5 mm) y Q1RP2 la mas baja (2.9 mm). Las
variaciones en los diametros y la relaciéon ISx sugieren diferencias en la actividad
de las cepas, posiblemente reflejando distintas capacidades de interaccion con el

entorno o de produccién de compuestos.

3.3. Produccion cualitativa de sideroforos
La deteccion cualitativa de la produccion de siderdforos fue desarrollada en el
medio CAS (Cromorazul) el cual es ampliamente empleado para este tipo de

evaluaciones (tabla 3). La formacién de un halo naranja alrededor de la colonia
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permite identificar de manera positiva los microorganismos con capacidad de
producir sideroforos. La prueba de sideroforos fue positiva en 9 cepas bacterianas

del total de cepas aisladas, tal como se aprecia en el anexo 3.

Tabla 3. Produccién de sideroforos de las cepas aisladas de larizosfera de

P. major.
Codigo de cepa Produccion de Tamafio de
sideréforos (formacion halo (mm)
de halo)
Pmjr9 + 0.9
Pmjr10 + 0.7
Pmjril + 0.5
Pmjri2 + 0.6
Pmjr19 + 0.2
Pmjr26 + 0.5
Pmjr33 + 1
Pmjr45 + 15
Pmjr50 + 1.2

La tabla 3 muestra los datos cualitativos de la produccion de sideréforos de las
cepas bacterianas aisladas de la rizosfera de P. major, sefialando la formacion de
halos y su tamafo. E las 50 cepas evaluadas, solo 9 mostraron capacidad de
producir sideréforos, evidenciado por la presencia de halos (+). El tamafio de los
halos varia entre 0.2 mm y 1.5 mm, lo que sugiere diferencias en la capacidad de
las cepas para secretar sideréforos y movilizar hierro. Las cepas Pmjr45 y Pmjr33
presentan los halos con mayor tamafio (1.5 mm y 1.0 mm, respectivamente), lo que
podria indicar una mayor eficacia en la produccion de sideréforos. En contraste, la
cepa Pmjrl9 muestra el halo mas pequefio (0.2 mm), indicando una actividad

relativamente menor.

3.4. Deteccion cualitativa y cuantitativa de Acido Indol Acético (AIA)

La deteccion cualitativa de AIA se desarrollo utilizando el reactivo de Salkowski,
permitiendo evidenciar el viraje a un color rosado indicando la positividad de la
bacteria para esta caracteristica (anexo 4). El cambio de coloracién tras la reaccion
con el reactivo permite detectar la presencia de anillos indol en el sobrenadante, lo
cual indica la presencia del mecanismo de sintesis de AlA, tal como se aprecia en
la figura 4. Adicionalmente la lectura de la cantidad de AIA producida por cada cepa

se muestra en la tabla 1.
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Tabla 4. Produccién de AIA por las cepas bacterianas aisladas de P. major.

Cepas AlA (ug/ml)
Pmijr10 0.43
Pmjri14 0.9
Pmjr16 0.52
Pmjr19 0.83
Pmijr21 0.99
Pmjr22 0.95
Pmjr23 1.08
Pmjr24 1.27
Pmjr25 0.23
Pmjr27 1.14
Pmjr29 141
Pmjr3 2.88
Pmjr33 2.94
Pmjr4 2.21
Pmjr50 2.85
Pmjr7 3.18

La tabla 5 muestra la produccién de acido indolacético (AIA) por las cepas
bacterianas aisladas a partir de la rizésfera de P. major, expresada en pg/ml. Los
niveles de AlA varian mayoritariamente entre las cepas, partiendo desde 0.23 pug/ml
(Pmjr25) hasta 3.18 pg/ml (Pmjr7). Esta variabilidad indica diferencias en la
capacidad de sintesis de esta fitohormona que promueve el crecimiento vegetal.
Las cepas Pmjr7, Pmjr33 y Pmjr3 destacan por su alta producciéon de AIA (por
encima de 2.8 ug/ml), lo que podria sugerir un mayor potencial para estimular el
crecimiento de las plantas. En contraste, cepas como Pmjr25 y Pmjr10, mostraron
niveles mas bajos, indicando una actividad mas limitada en la produccién de AlA.

23



IV. DISCUSION

4.1. Discusion de resultados

Plantago major es una planta con cualidades medicinales, antimicrobianas y
antioxidantes. Sus hojas contienen compuestos bioactivos como flavonoides,
iridoides y fenoles, que actian como agentes antioxidantes y protegen las células
contra el estrés oxidativo (40). Estudios reportados por Monawer et al (2023) han
demostrado que los extractos etanolicos de P. major poseen actividad
antibacteriana significativa contra patdgenos, mostrando zonas de inhibicion de
hasta 22.18 mm (41). Adicionalmente, sus propiedades antiinflamatorias también
han sido documentadas, atribuidas a la presencia de glicosidos iridoides y
flavonoides (45). Se ha estudiado ampliamente las propiedades medicinales de la
planta, sin embargo, la presencia de las bacterias asociadas a la rizosfera que
poseen propiedades promotoras de crecimiento vegetal no ha sido reportada en

esta planta, siendo este uno de los principales objetivos del presente estudio.

Los resultados obtenidos en el presente estudio permitieron el aislamiento de un
total de 50 cepas bacterianas a partir del suelo rizosférico de P. major,
adicionalmente se obtuvieron levaduras y hongos, sin embargo, ellos no han sido
tomados en cuenta debido a que el objetivo del estudio estuvo enfocado al
aislamiento de microorganismos bacterianos. La investigacion sobre el aislamiento
de bacterias a partir de especies de Plantago resalta varios aspectos importantes
sobre la interaccion microbiana con estas especies vegetales. Estudios reportados
por de Souza et al (2024), mencionan a P. lanceolata, demostrando que las semillas
albergan y mantienen un microbioma central estable, el cual estd dominado
abundantemente por bacterias como Pseudomonas rhizosphaerae, Sphingomonas
faeni y Pirellulla spp., como ya se conoce, las bacterias de la rizosfera pueden
ingresar a los tejidos mediante las raices y convertirse en endofitos vegetales (46).
Asimismo, otros estudios en P. major se han enfocado en el aislamiento de
compuestos antibacterianos, tales como sustancias esteroides que son efectivas
contra Escherichia coli (47). Por otro lado, estudios desarrollados por Squirrell y
Wolff (2001), mencionan la identificacion y aislamiento de secuencias polimorficas
ubicadas en loci microsatélites en P. major, lo cual ha facilitado comprender con

mayor claridad el aislamiento reproductivo y los patrones evolutivos de las

24



especies. Todos estos estudios contribuyen a comprender mejor la diversidad
bacteriana y las adaptaciones evolutivas en diversas especies de Plantago,
resaltando tanto sus funciones ecolégicas como sus potenciales aplicaciones

biotecnolégicas (48).

El microbioma de la rizosfera influye en la absorcidén de nutrientes y la tolerancia al
estrés de las especies de Plantago. Un estudio en el que se investigo la sensibilidad
al hierro y su absorcién en diferentes especies de Plantago revel6 que las
variaciones en las interacciones de la rizosfera, incluida la reduccion de quelatos
de hierro y la superficie radicular, influian significativamente en la eficiencia del
hierro. En P. major, se observd una mayor acidificacion de la rizosfera, lo que facilito
la absorcion de hierro a bajas concentraciones externas. Especies como P.
lanceolata demostraron un menor crecimiento a niveles de hierro sub6ptimos como
resultado de una menor eficiencia en la adquisicién de hierro. Este estudio indica
gue el microbioma, especialmente dentro de la rizosfera, influye en la capacidad de
una planta para movilizar nutrientes vitales como el hierro, afectando asi a su

crecimiento y distribucion en diversos entornos (49).

La solubilizacion de fosfatos es una caracteristica inherente a microorganismos
promotores de crecimiento vegetal. En el estudio desarrollado se logré identificar
hasta seis cepas bacterianas con capacidad de solubilizacién de fosfatos. Esta
propiedad PGP ha sido totalmente estudiada y descrita en una infinidad de estudios
relacionados al aislamiento de microorganismos a partir de la rizosfera y los tejidos

vegetales.

Las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) contribuyen de forma importante al
crecimiento de las plantas transformando los fosfatos insolubles en formas
biodisponibles para su absorcidon por las plantas. Hasta la fecha no se ha
identificado ninguna investigacion especifica que aborde directamente las BSF
aisladas de especies de Plantago; sin embargo, una diversidad de investigaciones
ofrece informacion sobre los mecanismos y el potencial de las BSF derivadas de
otras especies vegetales. Las BSF aisladas de la rizosfera de Cardiospermum
halicacabum y Pisum sativa exhibieron una notable capacidad para solubilizar
fosfato, mejorando asi el crecimiento de las plantas a través de la liberacién de

fosfato de diversos compuestos inorganicos (50). Estos estudios generalmente
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evaluan la capacidad de solubilizacion de fosfatos mediante la generacion de halos
0 zonas claras que se forman en el medio de cultivo especifico (agar NBRIP o
Pikovskaya). Una cepa del género Klebsiella sp. aislada de Sorghum bicolor,
demostroé la capacidad de mejorar la germinacién de semillas y el crecimiento de la
planta, lo cual resalta su potencial en la biofertilizacion (51). La identificacion de
BSF puede ser desarrollada mediante diferentes técnicas, sin embargo, la
identificacion méas precisa y con mayor aplicacion es a través de la secuenciacion
del gen 16S rRNA es esencial para identificar cepas seguras no patogénicas con
elevados indices de solubilizacién (52). La utilizacion de métodos analogos en
Plantago podria permitir el descubrimiento de cepas BSF igualmente eficaces y

ventajosas para la agricultura organica y el desarrollo sostenible de las plantas.

La prueba de sideréforos fue marcada en nueve cepas bacterianas aisladas de la
rizosfera de P. major . Otros estudios reportan también la produccién de sideréforos
en bacterias, tales como las del género Bacillus, destacando a la cepa por su
capacidad de mejorar la absorcion de hierro en las plantas el cual es un elemento
esencial en numerosos procesos bioldgicos. En estudios recientes, se ha
observado que cepas como Bacillus cereus y Bacillus thuringiensis producen
siderdéforos, contribuyendo asi a la promocion del crecimiento vegetal. Estas cepas
no solo mejoran la disponibilidad de hierro, sino que también muestran actividad
antagonista contra hongos fitopatdégenos, lo que las posiciona como alternativas
biologicas en la proteccion de cultivos y en la reduccion del uso de fertilizantes

quimicos (53).

Por otro lado, los sideréforos (proteinas quelantes de hierro) también desempefian
un papel crucial en la biocontrol de patdgenos. Investigaciones realizadas con
bacterias aisladas de la rizosfera de plantas medicinales, como Urtica dioica, han
demostrado que los sideroforos producidos por microorganismos ayudan a inhibir
el crecimiento de hongos patdgenos al competir por el hierro. Estas bacterias
promotoras del crecimiento vegetal también potencian la absorcion de nutrientes,
mejorando la salud y el vigor de las plantas tratadas. Este efecto bioprotector es
especialmente relevante en el manejo de enfermedades causadas por patdogenos

fangicos (54).

Adicionalmente, estudios sobre Streptomyces en la promocion del crecimiento
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vegetal y la produccion de sideroforos destacan su capacidad para suprimir hongos
fitopatdgenos. La combinacion de la produccion de sideroforos y la sintesis de
quitinasas en estas bacterias les permite proteger a las plantas contra una amplia
variedad de patdgenos. Este enfoque ecoldgico resulta beneficioso para mejorar el
rendimiento de los cultivos, disminuyendo el uso de agroquimicos y promoviendo

un manejo integrado de plagas que maximiza el uso de recursos naturales (55).

Un total de quince cepas bacterianas mostraron capacidad de produccion de AlA,
de ellas diez cepas reaccionaron con el reactivo Salkowski produciendo una
coloracion muy fuerte, y 5 cepas mostraron un cambio de coloracién tenue. Estos
resultados demuestran la capacidad de las bacterias rizésfericas en la produccion
de esta fitohormona la cual es muy importante para el crecimiento vegetal. El &cido
indolacético (IAA) constituye una auxina vital sintetizada por las bacterias
rizosféricas, que facilita el crecimiento de las plantas al mejorar el alargamiento
celular, promover la formacién de raices laterales y aumentar la permeabilidad al
agua dentro de las células vegetales. Las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR) habitan en la rizosfera y los sistemas radiculares de las plantas, y
establecen una relacién simbidtica con sus huéspedes mediante la secrecion de
reguladores del crecimiento, incluido el IAA. Esta fitohormona es fundamental para
regular una multitud de procesos fisiolégicos, que abarcan la floracién y la
fructificacion (52). La sintesis de AIA en especies bacterianas puede producirse a
través de vias tanto dependientes como independientes del tripté6fano. En la via
dependiente del triptéfano, el triptéfano se convierte en indol-3-acetamida (IAM),
gue posteriormente se hidroliza para producir IAA (47). La biosintesis del IAA por
parte de estos microorganismos es crucial para mejorar la integridad estructural del
sistema radicular de las plantas, lo que a su vez optimiza la absorcién de nutrientes
y el crecimiento general de las plantas (53). Esta estrategia biotecnoldgica presenta
una alternativa prometedora a los fertilizantes quimicos convencionales en las
practicas agricolas, ya que fomenta el desarrollo sostenible de las plantas mediante

la utilizacion de bacterias productoras de AlA.

De la misma manera, Yamini et al (2021) identificaron la presencia de bacterias
capaces de sintetizar acido indoleacético (AIA) en los suelos agricolas, evaluando
su influencia en el crecimiento de Spinacia oleracea. La cepa bacteriana aislada,

Pseudomonas fluorescens, demostré una mejora estadisticamente significativa en
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la longitud de los brotes y raices de los especimenes tratados. Estos resultados
corroboran la posible aplicacion de estas bacterias como inoculantes biofertilizantes
para aumentar el desarrollo de las plantas, lo que representa una alternativa

sostenible a los fertilizantes quimicos tradicionales (54).

Otra investigacion realizada por Meneguzzi et al. (2024) exploraron la sintesis de
acido indoleaceético (IAA) en cepas bacterianas autoctonas obtenidas de la rizosfera
de Minthostachys verticillata, una especie medicinal que tiene prioridad para la
conservacion. Los resultados mostraron que el 50% de las cepas bacterianas
examinadas poseian la capacidad de sintetizar el IAA, siendo eta una caracteristica
vital capaz de mejorar el crecimiento de las plantas. Cabe destacar una de las cepas
(SM-33) mostro un rendimiento excepcional, con una produccién de IAA de 936,3
ng/mL, lo que se correlacion6 con un marcado aumento del peso de los brotes

frescos y del peso de las raices secas (56).

Pant y Agrawal (2014) investigaron las bacterias rizosféricas vinculadas a Withania
somnifera y evaluaron su capacidad para producir IAA. En experimentos realizados
con toallas de papel, se identificaron seis cepas bacterianas, entre ellas Bacillus
spp., que mejoraron significativamente la germinacion de las semillas y la longitud
de las raices y los brotes. Esta investigacién puso de relieve el papel fundamental
de la IAA en el fomento del crecimiento de la flora medicinal, y propuso que estas
entidades bacterianas podrian servir como biofertilizantes eficaces para fines

agricolas (57).

Estudios similares desarrollados Randive et al (2024), evaluaron la capacidad de
sintetizar IAA de cinco cepas bacterianas procedentes de la rizosfera de
Pterocarpus marsupium Roxb. determinando su capacidad para sintetizar AlA bajo
parametros optimizados demostrando que un aislado (RP6) produjo la mayor
concentracion de AIA (84,12 ug/mL) cuando se sometié a incubacion a 35 °C
durante 96 horas, manteniendo un pH de 7 y una concentracion de triptéfano de 0,1
mg/ml. Esto resalta la importancia de calibrar meticulosamente las condiciones
agricolas para mejorar la biosintesis del AlA. A nivel fisiolégico, la incorporacion del
triptéfano como precursor en la via de sintesis de la IAA eleva notablemente la
produccion de esta auxina. Sin embargo, los autores de este estudio observaron

que los niveles elevados de triptéfano pueden impedir la sintesis de la AlA, lo que
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indica que un equilibrio meticuloso de las concentraciones de este aminoacido es
esencial para lograr la maxima produccion. Estos resultados enfatizan la necesidad
de refinar las condiciones de cultivo para facilitar la utilizacion efectiva del PGPR

en préacticas agricolas sostenibles (58).

Cabe resaltar que las bacterias estudiadas en este estudio mostraron interesantes
caracteristicas promotoras de crecimiento vegetal, siendo también potenciales

reservas de metabolitos secundarios con efecto terapéutico.

4.2. Conclusiones

e Un total de 50 cepas bacterianas fueron aisladas a partir de la rizosfera de
Plantago major mediante técnicas béasicas de microbiologia, lograndose
caracterizar morfolégicamente.

e Seis cepas bacterianas aislada de la rizosfera de la planta estudiada, mostraron
capacidad de solubilizar fosfatos en un medio especifico de fosfatos (NBRIP),
demostrando la caracteristica promotora de crecimiento vegetal y su potencial
aplicacion en diferentes areas de investigacion.

e La produccion cualitativa de sideroforos fue identificada en nueve cepas
bacterianas aisladas de la rizosfera de P. major, lo cual demuestra la capacidad
de estos microorganismos en proteger a la planta frente a diferentes tipos de
estrés bidtico y abidtico.

e La produccién de Acido Indol Acético (AIA) fue positiva mediante la evaluacion
cualitativa empleando el reactivo de Salkowski, donde quince bacterias
mostraron dicha caracteristica variando de mayor a baja produccion,
diferenciada por la tonalidad y viraje de la reaccion colorimétrica. Demostrando
gue estos microorganismos poseen propiedades promotoras de crecimiento

vegetal apoyando el crecimiento de P. major.
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4.3. Recomendaciones

e Se sugiere realizar estudios moleculares mediante el gen ARNr 16S, con la
finalidad de determinar la identidad exacta de las cepas bacterianas aisladas
en el presente estudio.

e Es recomendable que se realice la cuantificacion de las propiedades
promotoras de crecimiento vegetal evaluadas en este estudio (solubilizacion de
fosfatos, produccion de sideroforos y produccion de AlA), lo cual permitira en
un futuro tener una idea mas precisa de la produccion de dichos componentes.

e Se recomienda estudiar la produccion de metabolitos de interés terapéutico por
parte de las cepas bacterianas aisladas, debido a que existen reportes e
investigaciones que detallan esa propiedad.

¢ Finalmente se recomienda realizar un estudio mas profundo del microbioma
rizosférico asociado a P. major, con la finalidad de conocer toda la comunidad
de microorganismos asociados a ella.

e Se recomienda realizar estudios de actividad antimicrobiana por parte de las
cepas aisladas a partir de P. major y enfrentarlas con microorganismos
patogénicos, con la finalidad de evaluar su potencial terapéutico.
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ANEXO A. Operacionalizacion de la variable

Variable

Definicion Conceptual

Definicion Operacional

Dimension

Indicador

Instrumento de
Medicidn

Escala de Medicién

Rizobacterias

Microorganismos benéficos
presentes en la rizosfera que

Aislamiento y caracterizacién
de bacterias de la rizosfera de

Presencia en

Aislamiento
en medios de

Cultivo en medios
especificos y

Nominal

pueden mejorar el plantas de P. major mediante |la rizosfera cultivo observacion (presencia/ausencia)
crecimiento vegetal. técnicas microbioldgicas. selectivos morfolégica
Capacidad de las e . Med|§:|op .
Produccion fizobacterias para sintetizar Cuantificacion de la cantidad colorimétrica y
L NS pe de AIA producido por las Sintesis de Concentracion | Espectrofotometria para | Razon (mg/L o
cuantitativa acido indolacético, una . . : P
rizobacterias aisladas en AlA de AlA en el cuantificacion de AIA pg/mL)
de AIA hormona promotora del . . o .
L medios de cultivo especificos. medio de
crecimiento vegetal. X
cultivo
Habilidad de las - . .
L . . . Evaluacion de la presencia de - Presencia o
Produccion rizobacterias para producir S . Produccion . Prueba CAS (Chrome .
e o sideroforos producidos por las ausencia de Nominal
cualitativa de | sideroforos, que capturan . ; ; de Azurol S) para - .
o . . . rizobacterias mediante S halo en 2 L (positivo/negativo)
sideréforos hierro y lo hacen disponible . oo sideréforos deteccion cualitativa
métodos cualitativos. prueba CAS
para la planta.
Capamdac_i de las . Medicién de la capacidad de . Diametro del
..__ .. | rizobacterias para convertir L Capacidad halo de S
Solubilizacién : solubilizacién de fosfato de N Medicién directa del
fosfatos insolubles en formas . . . de solubilizacién - Intervalo (mm)
de fosfatos . las rizobacterias en medios e, : halo en milimetros
solubles, que son accesibles o solubilizacién | en el medio
especificos. .
para las plantas. de cultivo
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ANEXO B. Instrumentos de la recoleccion de datos

FICHA DE OBSERVACION DE DATOS

Muestra

Cédigo
dela
muestra

Fechade
aislamiento

Origen
dela
muestra

Presencia de
rizobacterias
(Si/No)

Morfologia

Color

Tamafio
de
colonia
(mm)

indice de
solubilizacién

de fosfatos

(ISx) (mm)

Produccion de
sideréforos
(Presencia

(+)/Ausencia(-))

Produccién
de AIA

(ng/mL)

Observaciones
adicionales

Planta 1

Pmijrl

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

si

Bacilo

Blanco

1.5

Pmjr2

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

si

Cocos

Amarillo

3.1

Potencial
bacteria PGPR

Pmjr3

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Espirilo

Rosa

1.8

Pmjrd

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Bacilo

Verde

2.5

2.21

Pmjr5

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Cocos

Naranja

1.2

NC

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

NO
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NC

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

NO

NC

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

NO

Pmjré

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

si

Bacilo

Blanco

Pmijr7

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

si

Espirilo

Crema

1.5

3.18

Pmjr8

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Cocos

Blanco

2.3

Pmjr9

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Bacilo

Amarillo

1.7

Pmjr10

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Espirilo

Verde

2.8

0.43

Potencial
bacteria PGPR

Pmjril

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Cocos

Blanco

1.6
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Pmjr12

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Bacilo

Naranja

2.1

Pmjrl3

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Espirilo

Crema

Pmjr14

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

si

Bacilo

Rosa

1.9

3.4

0.9

Potencial
bacteria PGPR

Planta 2

Pmjrl5

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

si

Cocos

Blanco

1.4

Pmjrl6

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Bacilo

Amarillo

2.6

0.52

Pmijrl7

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Espirilo

Verde

1.7

Pmjrl8

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Cocos

Crema

2.2

Pmjr19

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Bacilo

Naranja

2.4

0.83

Potencial
bacteria PGPR

42




NC

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

NO

Pmjr20

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Espirilo

Blanco

1.5

Pmjr21

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

si

Cocos

Rosa

1.8

0.99

Pmjr22

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

si

Bacilo

Verde

2.7

0.95

Pmjr23

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Espirilo

Crema

1.9

1.08

Pmjr24

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Cocos

Blanco

1.27

Pmjr25

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Bacilo

Amarillo

2.3

0.23

Pmjr26

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Espirilo

Naranja

2.1
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Pmjr27

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Cocos

Crema

1.6

1.14

Pmjr28

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Bacilo

Blanco

2.4

Pmjr29

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

si

Espirilo

Rosa

1.5

141

Pmjr30

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

si

Cocos

Verde

2.5

Planta 3

Pmjr31

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Bacilo

Crema

2.2

Pmijr32

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Espirilo

Blanco

1.7

Pmjr33

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Cocos

Amarillo

2.94

Potencial
bacteria PGPR

NC

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

NO
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Pmjr34

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Bacilo

Naranja

2.1

Pmjr35

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Espirilo

Crema

2.3

Pmjr36

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

si

Cocos

Blanco

1.9

NC

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

NO

Pmjr37

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Bacilo

Rosa

2.5

Pmijr38

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Espirilo

Verde

1.8

Pmjr39

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Cocos

Crema

2.1

Pmjr40

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Bacilo

Blanco

2.6

4.2
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Pmjr4l

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Espirilo

Amarillo

1.5

Pmjr42

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Cocos

Naranja

2.4

Pmjr43

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

si

Bacilo

Crema

2.2

Pmjrd4

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

si

Espirilo

Blanco

1.9

Pmjr4d5

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Cocos

Verde

4.5

Potencial
bacteria PGPR

Pmjrd6

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Bacilo

Naranja

2.5

Pmjrd7

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Espirilo

Crema

2.3

Pmjr48

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Cocos

Blanco

1.6
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Pmjrd9

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Bacilo

Amarillo

2.1

Pmjr50

1/04/2024

Rizosfera
de
Plantago
major

Si

Espirilo

Verde

2.7

2.9

2.85

Potencial
bacteria PGPR
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ANEXO C. Evidencia del trabajo de campo y laboratorio (fotos)

Figura 1. Cepas bacterianas aisladas a partir de la rizosfera de Plantago major.

Figura 2. Especie de Plantago major donde se recolecto la rizosfera para el
estudio.
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Figura 3. Procedimientos en laboratorio para el aislamiento de las bacterias
rizosfericas
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Figura 4. Fotografias de las cepas aisladas de la rizosfera de Plantago major

50



Figura 5. Ensayo cualitativo de solubilizacion de fosfatos por parte de las bacterias
rizosfericas
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Figura 6. Evaluacion cualitativa de sideroforos en las cepas bacterianas
rizosfericas.

52



Figura 7. Evaluacion cualitativa de la produccion de AlA en las cepas bacterianas

rizosfericas.

53



	7aa12cdddde0be8946c2de60936466fd8a47e832e822bf7ccdce10fcde49b97d.pdf
	c6f1448345275821569d1cc83936d9d3aac1395b51e5aaa27df45285d97aa584.pdf
	5cbb22a18814ed18c001418b7076f4e56ce6bc38620e742b729ed282b5c8bf8c.pdf


	7aa12cdddde0be8946c2de60936466fd8a47e832e822bf7ccdce10fcde49b97d.pdf
	7aa12cdddde0be8946c2de60936466fd8a47e832e822bf7ccdce10fcde49b97d.pdf
	7aa12cdddde0be8946c2de60936466fd8a47e832e822bf7ccdce10fcde49b97d.pdf
	c6f1448345275821569d1cc83936d9d3aac1395b51e5aaa27df45285d97aa584.pdf
	d013791e12fdd65fe5a06d68e5429ce2fe3cdbc894c5a2a5904cfad63ec32a88.pdf

	c6f1448345275821569d1cc83936d9d3aac1395b51e5aaa27df45285d97aa584.pdf
	5cbb22a18814ed18c001418b7076f4e56ce6bc38620e742b729ed282b5c8bf8c.pdf

	c6f1448345275821569d1cc83936d9d3aac1395b51e5aaa27df45285d97aa584.pdf


