Uls
2S5

Vigilada Mineducacién

GESTION DE RECURSOS Y SERVICIOS BIBLIOTECARIOS

ESQUEMA HOJA DE RESUMEN
ELABORO REVISO

Cdédigo | FO-GS-15

VERSION 02

FECHA |03/04/2017

PAGINA ldel

APROBO

Jefe Division de

Equipo Operativo de Calidad

Lider de Calidad

Biblioteca
RESUMEN TRABAJO DE GRADO
AUTOR(ES):
NOMBRE(S): ANGIE JULIETH APELLIDOS: JACOME RODRIGUEZ
NOMBRE(S): APELLIDOS:

FACULTAD: CIENCIAS AGRARIAS Y DEL AMBIENTE
PLAN DE ESTUDIOS: INGENIERIA BIOTECNOLOGICA

DIRECTOR:

NOMBRE(S): GINA LORENA APELLIDOS: SANCHEZ LEON
CO-DIRECTOR:

NOMBRE(S): APELLIDOS:

TITULO DEL TRABAJO (TESIS): COMPARACION DE DOS CALDOS MICROBIANOS EN
PROCESOS NUTRICIONALES Y FITOSANITARIOS EN ALGUNAS ESPECIES DE UTILIDAD
EN LA AGRICULTURA URBANA

RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo comparar el efecto de dos caldos microbianos en
procesos nutricionales vy fitosanitarios en cinco especies vegetales. Para lo cual, se prepararon
dos caldos microbianos, uno con microorganismos de Parque Chaquén (CM-PC) y el otro con
microorganismos del Jardin Botanico de Bogota (CM-JBB). Adicionalmente, se evalu6 el efecto
de los tratamientos sobre el crecimiento temprano de las plantulas de acelga. En los resultados
obtenidos, se puede demostrar que los microorganismos del CM-JBB son capaces de hacer el
proceso de transformacion de nutrientes en NH.*, P y N en cambio los microorganismos del CM-
PC no son capaces de hacer procesos de nitrificacion. Con base en la basqueda de literatura, se
establecieron los posibles resultados obtenidos al realizar las pruebas de patogenicidad y
antagonismo. Este estudio evidencié que los dos tratamientos, tienen usos potenciales sobre las
necesidades nutricionales y fitosanitarias de las especies estudiadas.

PALABRAS CLAVE: antagonismo, hongos fitopatégenos, medio envenenado, solubilizacién de
fosfatos.

CARACTERISTICAS:
PAGINAS: 70 PLANOS: __ ILUSTRACIONES: ____ CDROOM: 1

**Copia No Controlada**




COMPARACION DE DOS CALDOS MICROBIANOS EN PROCESOS NUTRICIONALES Y
FITOSANITARIOS EN ALGUNAS ESPECIES DE UTILIDAD EN LA AGRICULTURA

URBANA

ANGIE JULIETH JACOME RODRIGUEZ

UNIVERSIDAD FRANCISCO DE PAULA SANTANDER

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y DEL AMBIENTE

PLAN DE ESTUDIO DE INGENIERIA BIOTECNOLOGICA
SAN JOSE DE CUCUTA

2022



COMPARACION DE DOS CALDOS MICROBIANOS EN PROCESOS NUTRICIONALES Y
FITOSANITARIOS EN ALGUNAS ESPECIES DE UTILIDAD EN LA

AGRICULTURA URBANA

ANGIE JULIETH JACOME RODRIGUEZ

Trabajo de grado presentado como requisito para optar al titulo de:

Ingeniera Biotecnologa

Directora:

GINA LORENA SANCHEZ LEON

UNIVERSIDAD FRANCISCO DE PAULA SANTANDER

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y DEL AMBIENTE

PLAN DE ESTUDIO DE INGENIERIA BIOTECNOLOGICA
SAN JOSE DE CUCUTA

2022



& Universidad Francisco

[2]

NIT

Vigilada Mineducacion

Side Paula Santander

ACTA DE SUSTENTACION DE UN TRABAJO DE GRADO
FECHA: 28 octubre de 2022 HORA: 08:00 A.M.
LUGAR: CUCUTA, NORTE DE SANTANDER
PLAN DE ESTUDIOS: INGENIERIA BIOTECNOLOGICA

TITULO: “COMPARACION DE DOS CALDOS MICROBIANOS EN PROCESOS
NUTRICIONALES Y FITOSANITARIOS EN ALGUNAS ESPECIES DE UTILIDAD EN LA
AGRICULTURA URBANA.”

MODALIDAD: PASANTIA

JURADO RENSO JOSE PARADA SOLANO
DANNY WALDIR IBARRA VEGA
YANETH AMPARO MUNOZ PENALOZA

ENTIDAD: JARDIN BOTANICO DE BOGOTA “JOSE CELESTINO MUTIS”
DIRECTOR: GINA SANCHEZ

NOMBRE DE LOS ESTUDIANTE CODIGO CALIFICACION
Angie Julieth Jicome Rodriguez 1610960 42

OBSERVACIONES: APROBADO.

FIRMA DE LOS JURADOS

2. 2 f Dor\r\\\\&om \. %M 2 ,75,/,0_)4

Renso Jose Parada Solano Danny Waldir Ibarra Vega Yaneth Amparo Munoz Penaloza

%ﬂé ~ Vo'ﬁfjd
Vo. Bo Coordinador Comité Curricular

Avenida Gran Colombia No. 12E-96 Barrio Colsag
Teléfono (057)(7) 5776655 - www.ufps.edu.co
oficinadeprensa@ufps.edu.co San José de Cucuta - Colombia

1 medante gecreto 323



Agradecimientos

A la universidad Francisco de Paula Santander y aquellos docentes que durante estos afios han
formado profesionales de calidad. A los investigadores de Agricultura Urbana y Periurbana del
Jardin Botanico de Bogota, por ser un excelente grupo de trabajo que aportd grandes
conocimientos a lo largo de mi practica y pasantia. Especialmente a mi tutora, la bidloga Gina
Lorena Sanchez Ledn que ha sido un gran apoyo en todo este proceso, gracias de corazon por su
paciencia, dedicacion y por todas sus ensefianzas. A mi familia y amigos por el apoyo

inmensurable que me ofrecieron en cada momento y a lo largo de mi carrera estudiantil.



Contenido

pag.

Introduccion 13
1. Problema 15
1.1 Titulo 15
1.2 Planteamiento y Justificacion del Problema 15
1.3 Formulacién del problema 16
1.4 Objetivos 16
1.4.1 Objetivo general 16
1.4.2 Objetivo especificos 16

1.5 Delimitaciones 16

2. Marco Referencial 18
2.1 Antecedentes 18
2.2 Marco Tedrico 19
2.2.1 Patégenos que atacan los cultivos 19
2.2.1.1 Bacterias 20
2.2.1.1.1 Morfologia 20

2.2.1.1.2 Bacterias fitopatdgenas 20

2.2.2 Otros roles de las bacterias 21
2.2.2.1 Control biologico 21

2.2.3 Especies vegetales 21
2.2.3.1 Tomate cherry amarillo (Solanum lycopersicum) 21

2.2.3.2 Papa negra (Solanum tuberosum) 25

2.2.3.3 Calabacin (Cucurbita pepo) 28



2.2.3.4 Yacon (Smallanthus sonchifolius)

3. Disefio Metodoldgico

3.1 Tipo de Investigacion

3.2 Poblacion y Muestra

3.3 Fases de la Investigacion
3.3.1 Preparacion del caldo microbiano

3.4 Pruebas Nutricionales
3.4.1 Pruebas de nitrificacion
3.4.2 Solubilizacion de fosfatos
3.4.3 Fijacion de nitrogeno
3.4.4 Pruebas in vivo

3.5 Pruebas Fitosanitarias
3.5.1 Recoleccion del material vegetal
3.5.2 Aislamientos de microorganismos
3.5.3 Reaislamiento de microorganismos
3.5.4 Identificacion de microorganismos
3.5.5 Prueba de patogenicidad
3.5.6 Pruebas de antagonismo

4. Resultados y Andlisis de Resultados

4.1 Preparacion del Caldo Microbiano

4.2 Pruebas Nutricionales
4.2.1 Pruebas de nitrificacion
4.2.2 Solubilizacion de fosfatos

4.2.3 Fijacion de nitrogeno

31

33

33

33

33

33

34

34

35

35

35

36

36

36

37

37

37

37

39

39

42

42

43

43



4.2.4 Pruebas in vivo
4.3 Pruebas Fitosanitarias
4.3.1 Recoleccion del material vegetal
4.3.2 Pruebas de patogenicidad
4.3.3 Pruebas de antagonismo
5. Conclusiones
6. Recomendaciones
Referencias Bibliogréaficas

ANexos

44

50

50

52

53

55

56

57

65



Lista de Figuras

Figura 1. Colonias de las trampas de arroz del Parque Chaquén

Figura 2. Colonias de las trampas de arroz del JBB

Figura 3. Observacion del hongo Cladosporium A) microscépica B) macroscopica
Figura 4. Observacion del hongo Aspergillus A) macroscépica B) microscopica

Figura 5. Observacion del hongo Penicillium A) macroscopica B) microscépica

Figura 6. Prueba negativa con el CM-PC para la transformacion de amonio a nitrato
Figura 7. Prueba positiva con el CM-JBB para la transformacion de amonio a nitrito
Figura 8. Comparacion de dos morfotipos en la formacion del halo amarillo alrededor de la
colonia, indicativo de la capacidad de los microorganismos de solubilizar fosfatos
Figura 9. Prueba positiva crecimiento de colonias en el medio de cultivo

Figura 10. Porcentaje de germinacion de la acelga en los dos tratamientos, caldo
microbiano del Parque Chaquén (CM-PC), caldo microbiano del Jardin Botanico (CM-
JBB). La misma letra indica que no hay diferencias significativas, segun el analisis de
Waller-Duncan (p>0.05)

Figura 11. Longitud de tallo de la acelga en los dos tratamientos, caldo microbiano del
Parque Chaquén (CM-PC), caldo microbiano del Jardin Botanico (CM-JBB). La misma
letra indica que no hay diferencias significativas, segun el analisis de Waller-Duncan
(p>0.05)

Figura 12. Cantidad de hojas verdaderas de la acelga en los dos tratamientos, caldo
microbiano del Parque Chaquén (CM-PC), caldo microbiano del Jardin Botanico (CM-
JBB). La misma letra indica que no hay diferencias significativas, segun el analisis de

Waller-Duncan (p>0.05)

pag.
39
40
40
41
41
42

43

43

44

45

46

47



Figura 13. Hojas de acelga en los tratamientos izquierda) CM-PC, centro) CM-JBB y
derecha) control

Figura 14. Longitud de la raiz de acelga en los dos tratamientos, caldo microbiano del
Parque Chaquén (CM-PC), caldo microbiano del Jardin Botanico (CM-JBB). La misma
Figura 15. Marchitez bacteriana (Ralstonia solanacerum) a) necrosis en tallo de tomate b)
decoloracion y tejidos necréticos por pudricién

Figura 16. Pudricién suave bacterial (Erwinia carotova) pudricién en un fruto de tomate
Figura 17. Pudricién suave bacterial (Pseudomonas syringae) manchas necréticas en hojas

y fruto de tomate

48

49

o1

51

52



Lista de Anexos
pag.
Anexo 1. Flujograma sobre la preparacion de las trampas y caldo microbiano 66
Anexo 2. Flujograma sobre la caracterizacion de microorganismos en el caldo microbiano 67
Anexo 3. Flujograma sobre la transformacion de macronutrientes 68
Anexo 4. Flujograma sobre las pruebas in vivo 69

Anexo 5. Flujograma sobre las pruebas fitosanitarias 70



Resumen

El Jardin Botanico de Bogota fomenta en sus ciudadanos una alternativa de produccion de
alimentos para autoconsumo y comercializacion a pequefia escala denominada, agricultura
urbana. Es por esto que el presente estudio tuvo como objetivo comparar el efecto de dos caldos
microbianos, en procesos nutricionales y fitosanitarios cinco especies vegetales. Para lo cual se
prepararon dos caldos microbianos, uno con microorganismos de Parque Chaquén (CM-PC) y el
otro con microorganismos del Jardin Botanico de Bogota (CM-JBB). Adicionalmente, se evalud
el efecto de los tratamientos sobre el crecimiento temprano de las plantulas de acelga. Del CM-
PC, se aislaron 9 morfotipos y en el CM-JBB, se aislaron 9 morfotipos. En los resultados
obtenidos, se puede demostrar que los microorganismos del CM-JBB son capaces de hacer el

proceso de transformacion de nutrientes en NH. *, P 'y N en cambio los microorganismos del

CM-PC no son capaces de hacer procesos de nitrificacion. Con base en la basqueda de literatura,
se identificaron sintomas de enfermedades que tuvieran en comun las especies vegetales y con
base en esta informacion, se establecieron los posibles resultados obtenidos al realizar las pruebas
de patogenicidad y antagonismo. Este estudio evidencié que los dos tratamientos, tienen usos

potenciales sobre las necesidades nutricionales y fitosanitarias de las especies estudiadas.
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Introduccion

La creciente necesidad de mejorar la productividad de los cultivos es consecuencia de un
aumento de la poblacion y de una mayor conciencia social ante el enorme deterioro
medioambiental que supone la utilizacién masiva de compuestos quimicos. Asi como mayor
exigencia por parte de los consumidores, en la mejora de la calidad de los alimentos y el
compromiso de los gobiernos en la reduccion del uso de productos agroquimicos. Lo cual, ha
provocado un gran interés en la busqueda de sistemas de control alternativos y conjunto de

practicas agricolas como es la agroecologia (Gonzalo, 2015).

La agricultura urbana agroecoldgica se caracteriza por practicas agricolas con cultivos dentro
del &rea urbana o periurbana (Ramirez, 2015). Practica que contribuye con la soberania
alimentaria, proporciona alimentos seguros a los habitantes de las ciudades, ayuda a la
recuperacion de terrenos baldios, promueve la participacion ciudadana y la sostenibilidad
ambiental (Ramirez, 2015). Esta practica se basa en la aplicar conceptos y principios que ayudena
fomentar sistemas agricolas sostenibles, con la finalidad de obtener alimentos méas sanos y libres
de tantos agroquimicos que los que se producen en la agricultura convencional. Ademas, estas
practicas ayudan a respetar y conservar el medio ambiente, los recursos naturales y la

biodiversidad (Ramirez, 2015).

En el desarrollo de la investigacion se usaran caldos microbianos los cuales estan compuestos
por la mezcla de agua y algunos productos organicos, los cuales después de un proceso de
fermentacion, lo convierten en un biopreparado de facil asimilacion. Esta mezcla propicia la
multiplicacion de microorganismos benéficos que intervienen en la transformacion delos

nutrientes, haciendo mas facil su asimilacion por las plantas, sin dejar residuos toxicos en el suelo
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(Pacheco & Montoya, 2008).

Los caldos microbianos pueden proporcionar grandes ventajas al momento de usarlos debido
a que son econémicos, faciles de usar y preparar. Ademas, contribuyen al medio ambiente, ya que
la mayoria de los ingredientes necesarios estan presentes en huertas, estimulanel crecimiento de
las plantas, favorecen el control bioldgico natural y mejoran las condiciones fisicas y bioldgicas

del suelo (Pacheco & Montoya, 2008).



15

1. Problema

1.1 Titulo

COMPARACION DE DOS CALDOS MICROBIANOS EN PROCESOS
NUTRICIONALES Y FITOSANITARIOS EN ALGUNAS ESPECIES DE UTILIDAD EN LA

AGRICULTURA URBANA

1.2 Planteamiento y Justificacion del Problema

El Jardin Botanico de Bogota ha venido implementado el manejo de estrategias alimentarias
de autoproduccion llamada agricultura urbana. La agricultura urbana es la practica de la
agricultura en espacios urbanos y periurbanos. En ocasiones los cultivos urbanos son propensos a
tener problemas de bajo rendimiento y crecimiento limitado, causando que los cultivos no sean
autosostenibles para el consumo propio ni para la comercializacién, provocando pérdidas y

desgaste de los suelos (Salazar, 2004).

Una de las alternativas que se propone para mejorar el rendimiento y crecimiento de las
plantas en cultivos urbanos, es la utilizacion de caldos microbianos. Dentro de la agricultura
urbana, el uso de caldos microbianos no es muy conocido y existe un vacio de conocimiento en el
potencial que puede tener. Estas mezclas generalmente proceden de la multiplicacion de una gran
cantidad de microorganismos como hongos, levaduras y bacterias benéficas que ayudan a
sintetizar o transformar los nutrientes, haciéndolos asimilables a la planta y el suelo, sin dejar
residuos toxicos (Gomez, 2005). El propdsito de este estudio es generar conocimiento, sobre el
manejo nutricional y fitosanitario en algunas de las especies Utiles para la agricultura urbana, que

contribuyan a la disminucion del uso de agroquimicos comerciales, mediante el uso de caldos
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microbianos.

1.3 Formulacion del problema

¢Se podré determinar la efectividad del caldo microbiano preparado con los microorganismos
colectados en el Parque Chaquén vs el caldo microbiano preparado con los microorganismos
colectados en el Jardin Botanico de Bogota para procesos nutricionales y fitosanitarios, mediante

su comparacion?

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general. Comparar el efecto de dos caldos microbianos, en procesos

nutricionales y fitosanitarios en cinco especies usadas en agricultura urbana.

1.4.2 Objetivo especificos. Como se muestra a continuacion:

Establecer el potencial de los microorganismos que conforman los caldos microbianos en la

transformacion de macronutrientes.

Evaluar el efecto de los caldos microbiano en el crecimiento temprano de las plantas.

Determinar la capacidad antagonica de los caldos microbianos contra algunas bacterias

fitopatdgenas.

1.5 Delimitaciones

El aporte de esta investigacion ayuda en la generacion de conocimientos sobre la nutricion y
sanidad vegetal en cinco especies Utiles en la agricultura urbana, con el fin de disminuir el uso de

agroguimicos comerciales, mediante el uso de caldos microbianos.
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Adicionalmente, el conocimiento generado contribuye a que el Jardin Botanico de Bogota
cumpla con la ejecucion del proyecto 7681, titulado “Fortalecimiento de la agricultura urbana y
periurbana en las localidades urbana de Bogota”. Puntualmente con la meta cinco que consiste en
“desarrollar paquetes tecnologicos para el manejo y aprovechamiento innovador y sustentable de
especies alimentarias aptas para la produccion en la agricultura urbana y periurbana”. En dichos
paquetes, se abordan temas como propagacion, manejo agronémico, nutricion y sanidad vegetal y

transformacion y aprovechamiento (Jacome, 2021).
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2. Marco Referencial

2.1 Antecedentes

Desde hace varios afios en Latinoamérica se ha propuesto implementar en numerosas familias
con escasos recursos, actividades donde se puedan aprovechar espacios como tierras baldias,
pequefios jardines 0 espacios en sus casas, para cultivar alimentos que ayuden a su sustento
alimenticio y econdmico. Esta practica es llamada agricultura urbana (Salazar, 2004). La
agricultura urbana se ha convertido en un método de gran ayuda en los programas de seguridad
alimentaria, gracias a su aporte en la produccion de alimentos frescos, generacion de empleos y

sostenibilidad ambiental a través de pequefios espacios (Gliessman & Méndez, 2000).

El jardin Botanico de Bogota en el marco del cumplimiento del acuerdo 605 de 2015 del
Concejo de Bogota “Por el cual se formulan los lineamientos para institucionalizar el programa
de agricultura urbana y periurbana agroecologica en la ciudad de Bogot4”, provee a sus
ciudadanos bases de conocimiento en la generacion y aplicacion de tecnologias agricolas limpias
(Gomez, 2005). La agricultura urbana es una practica que ha implementado condiciones que
ayuden a mejorar aquellos espacios urbanos gque se encuentran abandonados, que se pueden
utilizar para crear huertas y cultivar especies horticolas (Red Aguila, 2007). Otra condicion que
se caracteriza es el uso de sustratos organicos, ya que son amigables con el ambiente, faciles de
conseguir y se logra evidenciar mejores resultados en el rendimiento de los cultivos. Ademas, de
ser gran fuente de nutrientes como nitrégeno, fosforo y azufre, los cuales puede aprovechar la
planta, asi como de materia organica que favorece la disponibilidad de agua y aire en los suelos

(Alcaldia Mayor de Bogota & Jardin Botanico Jose Celestino Mutis, 2007).
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Este estudio se realizo, en dos puntos especificos de la ciudad de Bogota. El Parque tematico
Chaguen, que es una finca ubicada en la localidad de Sumapaz. Este terreno ha sido parte
importante para muchas familias campesinas que se han visto beneficiadas gracias en al fomento
de la produccidn de alimentos sanos a través de estrategias agroecologicas y conservacion de
especies nativas (Calvo, 2021). El otro punto es el Jardin Botanico de Bogota, un centro de
investigacion, conservacion y divulgacion de la diversidad de las especies vegetales, donde en su
mayoria, se manejan practicas convencionales (Alcaldia Mayor de Bogota & Jardin Botanico

José Celestino Mutis, 2007).

2.2 Marco Teorico

2.2.1 Patogenos que atacan los cultivos. Cuando hablamos de enfermedades en los cultivos
normalmente las asociamos a los agentes bidticos como hongos, bacterias, virus y neméatodos.
Conocidos por alterar fisiol6gicamente a las plantas, es decir su normal funcionamiento,
reduciendo considerablemente su productividad y en casos extremos causando la muerte de la
planta. Aungue es importante no confundir los sintomas provocados por agentes bidticos, con
aquellos causados por factores abidticos como excesos de luminosidad, intoxicacion por
agroguimicos, déficit o exceso de fertilizacidn, déficit o exceso de agua, entre otros (Agrios,

1997).

Cuando los microorganismos asociados a las enfermedades de las plantas infectan y
colonizan los tejidos u 6rganos producen manifestaciones visuales caracteristicas denominadas
sintomas. Sin embargo, cuando estos microorganismos son capaces de producir estructuras
reproductivas o de dispersion sobre el tejido dafiado, a estos, se les Ilama signos. Estas dos

caracteristicas son importantes en el diagnostico de una enfermedad. Unos de los principales
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patdgenos que afectan a las plantas son las bacterias fitopatdgenas (Agrios, 1997).

2.2.1.1 Bacterias. Las bacterias son un grupo diverso de microorganismos unicelulares,
procariotas, que se pueden encontrar practicamente en cualquier ambiente (suelo, agua, aire, y en
asociaciones con diferentes seres vivos como seres humanos, animales y plantas). Estas células se
caracterizan por ser de un tamarfio variable cuyo limite inferior estd en los 0.2 um y el superior en
los 50 um. Las bacterias forman uno de los tres dominios en los que se dividen los seres vivos. El
término bacteria también se emplea para denominar a todos los organismos unicelulares sin
nucleo diferenciado que constituyen el nivel de organizacién procarionte (Brock & Madigan,

1993).

2.2.1.1.1 Morfologia. La mayoria de las bacterias se presentan en una de estas tres formas

béasicas: cocos, bacilos y espirilos (Brock & Madigan, 1993).

e Cocos: bacterias de forma mas o menos esférica.

e Bacilos: bacterias de forma cilindrica, que también pueden encontrarse aislados o

agrupados, cuando permanecen juntos luego del proceso de division.

e Espirilos: bacterias que poseen una configuracion helicoidal. Se desplazan con laayuda de

apéndices externos llamados flagelos.

2.2.1.1.2 Bacterias fitopatogenas. Las bacterias suelen atacar los érganos aéreos de la
planta, aunque su manifestacion es mas notable en frutos y hojas. A diferencia de algunos
hongos, las bacterias no son capaces de perforar la epidermis de las plantas, por lo que necesitan
una puerta de entrada, como puede ser a través de las heridas producidas en la epidermis, por las

estomas, entre otros (Reche, 2015).
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2.2.2 Otros roles de las bacterias. Las bacterias juegan un papel fundamental en la
naturaleza y en el ser humano. Las bacterias se encuentran presentes en los ciclos naturales del
nitrégeno, del carbono, del fosforo y de muchos elementos en la naturaleza. También pueden
transformar sustancias organicas en inorganicas y viceversa. Ademas, son aprovechadas por la
industria en los procesos de fermentacion, en la produccion de antibidticos y en el control de

plagas (Brock & Madigan, 1993).

2.2.2.1 Control biologico. Los microorganismos entomopatdgenos constituyen una
herramienta importante para el manejo integrado de plagas. Tal es el caso de Bacillus
thuringiensis, B. popilliae, B. sphaericus y B. moritai. Este género se caracteriza por atacar al
insecto en su etapa larvaria y de acuerdo a sushabitos y su grado de infeccion, se pueden
clasificar en potenciales, facultativas y obligatorias. Una vez infectadas las plagas disminuyen su

alimentacion, se debilitan y mueren (Intagri, 2021).

Bacillus thuringiensis es la bacteria de mayor difusion en campafias de control bioldgicode
insectos plaga en cultivos como hortalizas, granos, especies forestales y algunos frutales. Las
ventajas de usar estas bacterias es que no dafian al cultivo, no contaminan si se usan

adecuadamente y su actividad no se ve afectada por altas temperaturas (Intagri, 2021).

2.2.3 Especies vegetales. Para la evaluacién del caldo microbiano se eligieron cinco especies
utiles para la agricultura urbana que son el tomate cherry variedad amarilla, papa negra,

calabacin, acelga yyacon.

2.2.3.1 Tomate cherry amarillo (Solanum lycopersicum). Pertenece a la familia
Solanaceae. Es una planta dicotiledonea (Cestoni et al., 2006) y herbacea, perenne, que se cultiva

en forma anual para el consumo de sus frutos (Semillaria, 2015).
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Requerimientos fisioldgicos. El cultivo de tomate no es muy exigente en términos de suelo,
tolera la acidez y crece en pH de 5.0 a 6.8. Es tolerante a la salinidad (Infoagro Systems, 2016).
La humedad relativa dptima es de 60 y 80% Yy la temperatura dptima de desarrollo del cultivo

oscila entre 20 y 30°C durante el dia y entre 10 y 17°C durante la noche (Diaz, 2007).

Principales enfermedades bacterianas:

Maya 0 mancha bacterial (Ralstonia solanacearum): se presenta en zonas tropicales y
calidas. Afecta cultivos como tomate, chile dulce, papa y berenjena. Los sintomasiniciales son
marchitamiento de hojas en la parte superior de la planta y amarillamiento en lashojas bajeras. La
marchitez, se propaga totalmente, hasta que la planta muere (Ceballos, Alvarez & Bolafios,

2014).
Peca bacteriana 0 mancha negra del tomate (Pseudomonas syringae pv.

Tomato): es una bacteria aerobica facultativa. Esta bacteria se encuentra en los restos
vegetales contaminados y semillas, su forma de atacar es a través de heridas o estomas. Las
partes mas vulnerables son las partes aéreas de la planta, provocando manchas redondeadas en las
hojas y mas alargadas en los peciolos ytallos, las cuales pueden coalescer, formando manchas
necroticasirregulares a manera de pustula. Otro sintoma que provoca esta bacteria es la

deformacion de frutos y caida de flores (Urbina, 2009).

Pudricion suave bacterial o necrosis de la médula (Erwinia carotovora, E. chrysanthemi):
es una bacteria peptolitica de regiones tropicales, que afecta hortalizas como lechuga, ajo, papa,
camote, coliflor, chile dulce, meldn, pepino, okra, tomate, arracacha, entre otros. Esta bacteria

ataca con mas frecuencia a plantas jovenes, los sintomas se presentan en lashojas y en la base del
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tallo hasta que se extiende por los nervios principales. Las planta o frutosafectados tienen olor
muy fuerte a podredumbre. En frutos causa pequefias lesiones o0 ampollas.Si afecta a las raices,

causa oscurecimiento de la base de la planta (Araujo, 2014).

Mancha bacteriana (Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria, X. perforans, X. gardneri):
la bacteria penetra y se propaga a través de aberturas naturales, heridas o semillas contaminadas.
Tiende atacar cultivos jovenes. Al inicio, las hojas infectadas muestran lesiones pequerias,
oscuras gue luego causan el amarillamiento de la hoja y apariencia mojada por la alta infeccion.
Afecta hojas, tallos y frutos, y causa manchas que se vuelven angulares y la superficiepuede

parecer grasienta, con el centro traslucido y el borde negro (Alexander, 2016).

Céncer bacteriano del tomate (Clavibacter michiganensis): esta enfermedad setransmite
por semilla y por transplante. Las plantas viejas son menos susceptibles que las jovenes. La
infeccion inicia en plantas jovenes ocasionando necrosis en los margenes de las hojas, ademas se
observan pequefias ampollas prominentes de color blanco. En plantas desarrolladas, ocurre
amarillamiento de las hojas y necrosis marginal, en tallos y peciolos se puede observar
decoloracion de los tejidos vasculares al realizar un corte. Las hojas infectadas mueren. Los
tejidos vasculares toman un color café claro a rojizo, en los frutos provoca manchasoscuras

rodeadas de un halo blanco, similar a un ojo de pajaro (Martinez, 2012).

Principales enfermedades fangicas:

Tizon tardio 0 apagon (Phytophthora infestans): este hongo destruye el follaje,los tallos y
los frutos en cualquier etapa de su crecimiento. Las lesiones son necroticas y puedenser
extensivas, son de color café y de forma circular, delimitadas por las nervaduras y con un halo

cloroético a su alrededor, con un pequefio margen de agua sobre el follaje. En los frutos inmaduros
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las lesiones se presentan como grandes manchas cafés, vitreas, con superficie y contorno

irregular (Seminis, 2015).

Tizon temprano o bajera (Alternaria sp., A. solani., A. lycopersici): este géneroafecta
cualquier etapa del desarrollo de la planta, siendo mas frecuente en la fructificacion. Este hongo
causa chacros negros en el tallo a ras del suelo, ademas, afecta hojas, tallos, frutos y peciolos. En
las hojas se presenta en forma de manchas circulares o angulares, con anillos concéntricos. En
tallos y peciolos son manchas negras, alargadas y con anillos concéntricos. En frutos las lesiones
son de color café oscuro, levemente hundidas y cubiertas de numerosas esporas del hongo

(Sanchez, 2012).

Fusarium o marchitez fungosa (Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici): cuando este
género ataca se observa marchitez en la parte aérea de la planta. Los sintomas comunes son: caida
de peciolos de las hojas superiores y amarillamiento de las hojas inferiores,que avanza hacia el

apice hasta provocar la muerte de la planta (Sanchez, 2012).

Principales plagas (Martinez, Barrios, Rovesti & Santos, 2006).

Gusanos grises (Agrotis spp.): son polifagos. Las larvas son las que provocan losdafios,
alimentandose de plantas jovenes y masticando el cuello, provocando la caida de las plantulas.
También se alimentan de las raices y, en las plantas adultas, de las partes verdes masproximas al
suelo. Los dafios son mas grandes en las plantas jovenes. Pueden dafiar los frutos haciendo

perforaciones en ellos.

Spodoptera latisfacia, S. sunia, S. eridania, S. exigua: causan defoliacion al morder las

hojas. Cuando es pequefia, la larva destruye el envés, sin afectar la epidermis de lahoja. Al crecer,
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sus mandibulas son mayores y ya pueden comer la hoja completa. Si la larvadestruye la yema

apical de crecimiento, la planta no se desarrolla.

Gusano del fruto (Helicoverpa sp.): las larvas son muy voraces, por lo que ocasionan serios
dafos en un corto periodo. Cuando la planta es pequefia puede matarla, ya queafecta la yema
apical del tallo. Por otro lado, las heridas ocasionadas por esta plaga facilitan la entrada de

patogenos (hongos o bacterias).

Acaro blanco (Polyphagotarsonemus latus): es polifago, los dafios directos losocasionan las
larvas y los adultos, que introducen el estilete en los tejidos y extraen los jugos celulares,
provocando deformaciones en los 6rganos. Las hojas se abomban y presentan nerviossalientes de

aspecto filiforme.

Mosca blanca (Bemisia tabaci o Trialeurodes vaparorium): afecta la planta desde la
germinacion hasta la cosecha y transmite virus. Los dafios directos son amarillamiento,
debilitamiento de la planta y caida de las hojas. Los dafios indirectos son la proliferacion del
hongo fumagina sobre la melaza que excreta la mosca blanca, que mancha y deprecia los frutos y

dificulta el desarrollo normal de la planta, asi como la transmision de virosis.

2.2.3.2 Papa negra (Solanum tuberosum): es originaria de la cordillera de los Andes, de
donde se disperso a todos los continentes y es hoy la base de la alimentacién humana. La planta
de papa es herbacea, conformada por dos partes principalmente: seccion subterranea compuesta
por la raiz, estolones, tubérculos y la seccion aerea conformada por tallos principales y
secundarios, hojas, flores y frutos. Al finalizar cada ciclo productivo, la parte aérea de la planta

muere (Corzo, Diler, Franco & Fierro, 2003).
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Requerimientos fisioldgicos:

El cultivo de papa se ve favorecida por temperaturas entre 15 a 20°C. La disponibilidad de
agua en el suelo influye directamente en el crecimiento, fotosintesis y absorcion de nutrientes, la
poca disponibilidad puede provocar marchitamientos o disminucion de rendimiento y el exceso
de humedad favorece el desarrollo de enfermedades. Los suelos francos, francos arenosos,
francos limosos y franco arcillosos, son los mejores debido a que permiten el crecimiento de los

tubérculos (Molina, Santos & Aguilar, 2004).

Principales enfermedades bacterianas (Instituto Colombiano Agropecuario, 2011).

Marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum): los sintomas de esta enfermedad se
presentan en las hojas y los tallos donde se logra observar un exudado blanguecino y
oscurecimiento en el anillo vascular. Cuando la enfermedad avanza, el exudadosale por las yemas

u “ojos” de la papa, a los cuales se adhiere el suelo.

Pata negra de la papa (Erwinia carotovora subsp. Atroseptica): esta enfermedad produce
agallas en las raices en forma de “rosario”, similares a las producidas porSpongospora

subterranea. También causa pudricion en la base del tallo y dafio en tubérculo.

Principales enfermedades fungicas (ICA, 2011).

Gota o afiublo de la papa (Phytophthora infestans): esta es la enfermedad mas limitante a
nivel mundial. Afecta tanto hojas como tallos aéreos y tubérculos. En hojas se inicia como
pequefias manchas de color verde claro, las cuales crecen rapidamente, tornandose de colorcafé
grisaceo en el centro y presentando en algunos casos halos cloroticos. En los tallos aéreos se

presentan lesiones irregulares de color café, los tallos afectados se rompen facilmente. En
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tubérculos, la enfermedad ocasiona lesiones oscuras irregulares.

Tizon temprano (Alternaria solani): esta enfermedad se presenta en la segundamitad del
ciclo de cultivo, en especial en plantas con condiciones de desnutricion, con recurrencia de
ataques de enfermedades o plagas, por lo que el patdgeno se considera a veces como
“oportunista”. E1 hongo ataca las hojas y los tallos aéreos, pero no los tubérculos. En las hojas se
presentan pequefias manchas circulares de color café, frecuentemente rodeadas de un halo
amarillo. Una caracteristica que distingue a la enfermedad son los anillos concéntricos de color

oscuro que se forman en las manchas.

Peste nieve, mortaja blanca, lanosa, macana o lana (Rosellinia sp.): esta enfermedad
presenta flacidez en el follaje, marchitamiento y, por Gltimo, la muerte de la planta.Un signo que

presentan las plantas enfermas es una masa algodonosa en la base de los tallos.

Costra negra de la papa (Rhizoctonia solani): esta enfermedad afecta los tubérculos de la
papa, causando manchas y chancros de color café rojizo, a consecuencia de loscuales mueren los

puntos de crecimiento.

Sarna polvorienta o rofiosa polvosa (Spongospora subterranea): esta enfermedad ataca
exclusivamente tubérculos y raices. En los tubérculos se desarrollan pustulas superficiales de
forma irregular, las cuales se extienden formando ampollas que rompen la epidermis del
tubérculo. En las raices se presentan inicialmente pequefias verrugas, las cuales setransforman en

agallas que se disponen a manera de un “rosario” a lo largo de la raiz.

Principales plagas (ICA, 2011).
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Gasteropodos (Stylommatophora: Limacidae y Veronicelidae): se consideran enel grupo de
plagas ataca del suelo porque su ciclo de vida transcurre alli. Esta plaga ataca principalmente el

follaje, aungue también afecta tubérculos y raices.

Pulguilla (Epitrix spp.): las pulguillas son cucarrones que se alimentan en los cogollos y al
expandirse a las hojas se observan huecos de diferentes tamafios o bien cicatricesredondas y claras

en el haz de las hojas.

Mosca blanca: es considerada la plaga con la mayor cantidad de enfermedadesvirales por

transmision en la papa, entre las que sobresale el amarillamiento de venas.

2.2.3.3 Calabacin (Cucurbita pepo): pertenece botanicamente a la familia de las
cucurbitaceas, especie Cucurbita pepo ssp. Pepo var condensa Bailey o var. melopepo, es una

planta herbacea anual de aporte rastrero y crecimiento indeterminado (Lopez, 2017).

Requerimientos fisioldgicos:

Esta no es una planta exigente con la calidad del suelo, se logra adaptar muy bien a todos,
incluidos los arenosos. Aunque necesita grandes cantidades de materia organica y un alto nivel de
nutrientes para su crecimiento. Sus exigencias en temperatura son limitadas, tolera las bajas
temperaturas, pero es muy sensible a las heladas, resiste las altas temperaturas en comparacion a
otras cucurbitaceas como el meldn, sandia y pepino. La temperatura ideal para su crecimiento
oscila entre 18 y 25°C. Los niveles de humedad se encuentran entre el 65 y el 80%. Es sensible a
los encharcamientos tanto en la fase de germinacion de las semillas en la siembra directa como en

la de cultivo (Lopez, 2017).

Principales enfermedades bacterianas (Reche, 2015).
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Manchas (Pseudomonas syringae pv. Lachrymans): en las hojas, estas manchasestan
delimitadas por los nervios, a veces la parte de la hoja dafiada cae dando un aspecto de cribado.
En los frutos se producen pequefias lesiones redondeadas que pueden llegar a la pulpa, infectando

las semillas.

Podredumbres (Erwinia carotovora): penetra por las heridas de la poda de hojas,aclareos de
frutos o durante la recoleccion, produciendo podredumbre blanda en los tallos con

oscurecimiento de los vasos.

Marchitamientos (Erwinia tracheiphila): se localiza en los haces vasculares,como
consecuencia de la invasion del sistema vascular, por las bacterias, que dificultan la circulacion y
transporte de la savia. Esta bacteriosis se propaga generalmente a bajas temperaturas,

difundiéndose por medio de diversos insectos.

Principales enfermedades fungicas (Reche, 2015).

Oidio (Erysiphe cichoracearum y Sphaerotheca fuliginia): causa manchas aisladas y
circulares en las hojas que se recubren con un micelio blanco de aspecto pulverulentopor ambas

caras, principalmente por el haz.

Mildiu (Pseudoperonospora cubensis): el dafio se presenta en hojas adultas porel haz, con
manchas irregulares o poligonales, traslucidas, de aspecto oleoso, que se tornan amarillentas,

terminando por necrosarse y secarse.

Principales plagas (Reche, 2015).

Pulgones: son insectos homapteros pertenecientes a la familia Aphididae, comunmente

conocido con el nombre de “piojillos”, son los causantes de los principales dafios al calabacin.
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Los dafios son producidos con sus picaduritas, deformando y debilitando las hojas.Como causa

indirecta, los pulgones pueden ser vectores de virus.

Mosca blanca: es una plaga polifaga muy conocida por los agricultores que se desarrolla
principalmente en los invernaderos, esta plaga se manifiesta, durante todo el ciclo vegetativo del
cultivo. Puede llegar a causar dafios tanto en su forma adulto como larval. Comoadultos se
alimentan del tejido celular. En estado larvario segregan sustancias azucaradas dondese

desarrollan hongos.

Minadora de hojas o submarino: es una plaga que dafia a gran nimero de plantas horticolas

y ornamentales. Al calabacin le ataca desde las primeras fases del cultivo.

Acelga (Beta vulgaris var. cicla): es una planta herbacea bianual, de la familia delas
Quenopodiaceae. Es una hortaliza muy rica en calorias, proteinas, calcio, fésforo y otros

minerales (Correa, Quiroz, Sepulveda, Salas, Moyano, Elgueta, et al., 2017).

Requerimientos fisioldgicos:

Es una hortaliza muy facil de cultivar y de corto periodo vegetativo. Se da bien en los climas
de Colombia, pero los mejores rendimientos se obtienen en climas templados y frios. Estaplanta
se considera apta en suelos arcillosos, profundos y frescos, ricos en materia organica. La
temperatura 6ptima para el cultivo esté entre los 15 y los 25°C. El pH del suelo mas indicado esta
alrededor de 7.0. Ademas, tolera ligeros contenidos de sal en el suelo. El nitrégeno y el potasio
son importantes a lo largo de todo el ciclo del cultivo (Correa et al., 2017). Esta especie resulta ser
bastante rustica y solo de manera ocasional presenta problemas de enfermedades(Correa et al.,

2017).
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Principales enfermedades fungicas:

Oidio (Erysiphe betae): cuyo sintoma caracteristico es la presencia de manchaspulverulentas
compuestas por un micelio de color blanquecino el que puede cubrir ambas carasde la hoja. El
patdgeno se disemina por viento y permanece en restos de plantas afectadas o enmalezas (Correa

etal., 2017).

Principales plagas:

Entre las plagas que se presentan ocasionalmente en los cultivos de acelga se encuentran las
moscas minadoras (Diptera; Agromyzidae), pulgones como el pulgon del haba (Aphis fabae),en

especies de gusanos se encuentran los cortadores y cuncunillas (Lepidoptera; Noctuidae).

Estas plagas por lo general son de menor incidencia de modo que usualmente no causan dafio

deimportancia econdémica (Correa et al., 2017).

2.2.3.4 Yacdn (Smallanthus sonchifolius): es un tubérculo cultivado en zonas célidas y
templadas de la Cordillera de los Andes. Cuenta con suficiente evidencia cientifica que a
diferencia de los demas tubérculos y raices que almacenan sus carbohidratos en forma de
almidon, este lo hace en fructooligosacarido (FOS) propiedades benéficas para la salud humana

(Sarmiento, Lara, Tolosa & Catafio, 2017).

Requerimientos fisioldgicos:

Este tipo de tubérculo crece en pisos altos, donde las temperaturas entre 14 y 20°C ayudan a
su crecimiento y desarrollo, pero las menores a 10°C retardan su crecimiento y alargan el periodo
vegetativo, mermando los rendimientos. Se considera necesario que, durante sus primeros cinco

meses, no falte la dotacidn de agua, ya que la humedad suficiente favorece la tuberizacion y buen
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desarrollo (Pymagros, 2005).

Principales enfermedades fungicas:

Pudricion radicular (Fusarium): este patdgeno puede ocasionar la pérdida totalde la
produccién. Esta enfermedad ocasiona una necrosis progresiva de las raices, con un
debilitamiento general de la planta, marchitez y muerte de la misma. Es sumamente infecciosa

(Pymagros, 2005).

Mancha foliar y hoja plateada (Alternaria, Bipolares y Nigrospora): son enfermedades

foliares, caracterizadas por una necrosis regresiva de la ldmina (Pymagros, 2005).

Principales plagas:

Arafiita roja (Tetranychus urticae): es un acaro que infesta y ataca el follajesuccionando la
savia. Los dafios mas significativos se presentan en las hojas, con un haz amarillo.
Posteriormente, esta toma coloraciones necréticas o marrones y se produce la defoliacion de la

planta (Pymagros, 2005).

Pulgdn rojo (Myzus nicotianeae): es un afido que se alimenta de los jugos de laplanta. Viven
en el envés de las hojas, y ademas de absorber la savia, segregan un liquido azucarado y pegajoso
por el ano denominado melaza, e impregna la superficie de la planta impidiendo el normal

desarrollo de ésta. Ademas, son trasmisores de virus (Pymagros, 2005).
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3. Disefio Metodoldgico

3.1 Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion para el siguiente estudio es basico. Donde buscaremos generar

conocimientos al problema planteado (Canaves, 2020).

3.2 Poblaciéon y Muestra

Para el caldo microbiano, la poblacion son los microorganismos del suelo del Parque

Chaquén y del JBB. La muestra son los microorganismos capturados en las trampas de arroz.

En las pruebas de fitosanidad, la poblacién estudiada son las 20 plantas, de cada especie,
cultivadas en el area experimental de la linea de investigacion de Agricultura Urbana, del Jardin

Botanico de Bogota. La muestra, fueron 8 plantas de cada especie trabajada.

3.3 Fases de la Investigacion

3.3.1 Preparacion del caldo microbiano. Se prepararon 36 trampas de arroz, las cuales
constaban de 30 gr de arroz precocido cada uno. Este arroz se agregé en frascos de vidrio los
cuales fueron tapados con una gasa con el fin de impedir el ingreso de insectos o contaminacién
del ambiente. Estas trampas fueron instaladas en puntos especificos del Parque Chaquén y del
Jardin Boténico de Bogota, 18 trampas en cada sitio, las cuales se cubrieron con platos de icopor
para que no se inundaran en un caso que lloviera. Se dejaron alli durante dos semanas.
Transcurrido este tiempo se procedio a recoger las trampas de arroz, donde se observé el
crecimiento de microorganismos en cada frasco, se hizo una caracterizacion macroscopica de
todas las trampas con el fin de observar que no hubiese crecimiento de colonias que afectaran el

caldo (Osorio, 2009).
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Para la preparacion de los caldos microbianos se requirieron 3 litros de agua hervida, 1.5 Kg

de melaza, 500 mL de leche, 500 mL de kumis y 500 g de harina de soya, para cada caldo.

Cabe aclarar que un caldo se inoculé con los microorganismos capturados en el Parque
Chaguén (CM-PC) y el otro se inoculd con los microorganismos capturados en el Jardin Botanico
de Bogota (CM-JBB). Inicialmente se mezclo el agua con la melaza, hasta tener una consistencia
homogénea. Posteriormente, se afiadio la harina de soya y se mezcld hasta no tener grumos. Esta
mezcla se envasé en una garrafa de 20 L, a la cual se le afiadieron el kumis y la leche. Se agito la
garrafa para mezclar muy bien los ingredientes. Finalmente se mezclé el contenido de las 18
trampas de arroz triturado ligeramente, se afiadio a la garrafa y se incubd durante 15 dias a
temperatura ambiente y en oscuridad (ver anexo 1). Trascurridas las dos semanas, se procedio a

la caracterizacion de los microorganismos presentes en cada caldo (ver anexo 2) (Osorio, 2009).

3.4 Pruebas Nutricionales

3.4.1 Pruebas de nitrificacion. Se inocularon por duplicado los microorganismos que
componen el caldo microbiano en agar amonio. Se incubaron a 28°C durante dos semanas.
Trascurrido el tiempo se determind si los microorganismos son capaces de transformar el amonio
(NH4) a nitrato (NO3) mediante el viraje de color del medio de cultivo (Rodriguez & Toro,
2006). Para lo cual, se adicionaron dos gotas del reactivo Griess con el fin de realizar la deteccién
de nitritos, la prueba es positiva cuando los tubos toman una coloracion roja después de 5
minutos. De lo contrario, la prueba se considera negativa y se procede a afiadir zinc en polvo, si
el medio se torna naranja-rojizo, es positivo para nitratos, pero si permanece incoloro se adiciona
reactivo de Nessler, el cual permite confirmar la presencia de amonio cuando el medio se torna

amarillo (ver anexo 3) (Rodriguez & Toro, 2006).
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3.4.2 Solubilizacién de fosfatos. Se inocularon por duplicado los microrganismos que
componen el caldo microbiano en agar Pikovskaya. Se incubaron a 20°C durante 8 dias.
Trascurrido el tiempo se determind si los microorganismos son capaces de solubilizar el fosfato
mediante la presencia de un halo de color amarillo en el medio de cultivo siendo positiva la
prueba, si el halo no se presenta es negativa (ver anexo, 3) (Hernandez, Carrion & Heredia,

2011).

3.4.3 Fijacion de nitrégeno. Se inocularon por duplicado los microorganismos que
componen el caldo microbiano en agar Burk, el cual se caracteriza por no tener ninguna fuente de
nitrégeno (Valderrama, 2013). Se incubaron a 20°C durante 8 dias. Trascurrido el tiempo se
determind si los microorganismos son capaces de fijar el nitrogeno de la atmosfera, mediante el
crecimiento de colonias en el medio de cultivo, de lo contrario se considera negativa la prueba

(ver anexo 3) (Valderrama, 2013).

3.4.4 Pruebas in vivo. Se recolecto suelo del tinel de propagacién del Jardin Botéanico de
Bogota y se mezcld con cascarilla de arroz quemada. Esta mezcla fue llevada a un horno Pasteur
durante 5 horas a una temperatura de 140°C con el fin de eliminar patdgenos presentes en el

suelo (Sanchez, Ferndndez, Galan, Aguayo & Diaz, 2018).

Posteriormente al proceso de esterilizacidon se sembraron las semillas, previamente embebidas
durante 24 horas en cada uno de los tratamientos: CM-JBB, CM-PC y agua corriente como
tratamiento control. Se hizo seguimiento semanal de variables como cantidad de plantulas
germinadas, cantidad de hojas verdaderas, longitud del tallo y longitud de la raiz (Garcia, Lépez,
Ruiz, Lira, Vera & Méndez, 2016). Es importante aclarar que esta prueba se realizé nicamente

con la acelga, ya que era la Unica especie con disponibilidad de semillas (ver anexo 4).
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Para el porcentaje de germinacion se utilizo la siguiente ecuacion, la cual consiste en
contabilizar cada una de las plantulas emergidas hasta el ultimo dia de la evaluacién y el
resultado se obtiene dividiendo el nimero total de plantulas emergidas, entre el nimero total de

semillas sembradas y se multiplica por cien (Garcia et al., 2016).

No.plantulas emergidas

%WE = 100
% No.de semillas sembradas x

3.5 Pruebas Fitosanitarias

3.5.1 Recoleccion del material vegetal. Se colecta el material vegetal que tuviese presencia
de sintomas o signos de enfermedad bacteriana. EI muestreo se realiza en la zona experimental de

la linea de agricultura urbana del Jardin Botanico de Bogota.

3.5.2 Aislamientos de microorganismos. EI material vegetal recolectado se lava con agua
corriente por 15 minutos y se seca con una toalla de papel estéril (Garcia et al., 2015).
Posteriormente se sumerge durante 4 minutos en hipoclorito de sodio al 3%, luego se sumerge
nuevamente durante 4 minutos en alcohol al 70% (Garcia et al., 2015). Transcurrido el periodo de
desinfeccion, el material vegetal se enjuaga 2 veces mas sumergiéndolo en agua destilada estéril
para eliminar los residuos de desinfectante que pudiesen interferir con el desarrollo normal del
patdgeno. Posteriormente, bajo condiciones asépticas, se seca utilizando una toalla de papel
estéril, para eliminar los excesos de humedad que contribuyen con la contaminacion del

aislamiento.

Una vez desinfectado el material vegetal, se corta fragmentos de tejido infectado y sano de
aproximadamente 2x2 mm desde la periferia de las lesiones. Finalmente, los fragmentos de tejido

se siembran en camara humeda y en agar nutritivo (AN), se realizan 4 repeticiones por sintoma,
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las cuales se incuban a temperatura ambiente durante tres dias o hasta evidenciar emergencia de

microorganismos (Garcia et al., 2015).

3.5.3 Reaislamiento de microorganismos. Pasados los ocho dias se verifica si hay
crecimiento de bacterias en la lesion sembrada, todos los aislamientos obtenidos se siembran en
placas con AN por separado con el fin de purificar la bacteria. Nuevamente se incuban a

temperatura ambiente durante tres dias (Garcia et al., 2015).

3.5.4 Identificacion de microorganismos. Se realizan observaciones macroscopicas y
microscopicas con el fin de observar la morfologia de las bacterias, para lo cual se usa la tincion
de Gram. Adicionalmente, se realizan algunas pruebas bioquimicas con el fin de tener méas

informacidn acerca de estos microorganismos (Guerrero & Sanchez, 2010).

3.5.5 Prueba de patogenicidad. Se inoculan tejidos sanos con el patdégeno identificado, con
el fin de inducir los mismos sintomas observados. Al cabo de cinco dias posteriores a la siembra,
se verifica si existe crecimiento y si coincide con el sintoma del cual se aisl6 inicialmente. Por
ultimo, de las lesiones generadas en los tejidos sanos se toma una muestra del microorganismo
emergente, se inocula en AN, se incuba a temperatura ambiente durante tres dias y se realizan
observaciones microscopicas para comprobar que corresponde al mismo patdgeno inoculado (ver

anexo 5) (D’Angelo, 2016).

3.5.6 Pruebas de antagonismo. Las bacterias fitopatdgenas identificadas en las pruebas de
patogenicidad se inoculan en el AN suplementado con en el CM-PC y con CM-JBB,
respectivamente; el control es AN solo. Las pruebas se incuban durante cinco dias a temperatura
ambiente, transcurrido este tiempo, se toman las medidas del diametro de las colonias y se

comparan con el tratamiento control (ver anexo 5) (Rivero, Cruz, Martinez, Ramirez &
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Rodriguez, 2009).

3.6 Analisis estadistico

Se determino la normalidad de los datos, mediante la prueba de Shapiro-Wilks (p<0,05),
posteriormente se realizé un ANOVA y un test de Dunnet para identificar las diferencias
significativas entre los tratamientos y el control. Finalmente, se hizo un ANOVA unidireccional
con un test de Waller-Duncan para evaluar el efecto de los tratamientos sobre las variables. Para

esto se utilizé el programa estadistico R, version 3.6.1.
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4. Resultados y Anédlisis de Resultados

4.1 Preparacion del Caldo Microbiano

En las trampas de arroz del Parque Chaquén se pudo evidenciar una gran diversidad de
colonias las cuales tenian colores amarillos, verdes, azules, naranjas, curubas, rosados, grises,
cafés y rojos (figura 1). En cambio, las colonias que crecieron en el Jardin Botanico eran de color
crema, café, blanco y grises (figura 2). Se puede considerar que la diversidad de colonias
encontradas en ambos puntos se deba a la composicion y tipo de suelo, la humedad, la
temperatura, el pH y las practicas agricolas que se ejecutan (Ramos & Zufiga, 2008). Por
ejemplo, en el Parque Chaquén se realiza un manejo agroecoldgico de los cultivos, mientras que

en el Jardin Botanico se manejan practicas convencionales.

Figura 1. Colonias de las trampas de arroz del Parque Chaquén
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Figura 2. Colonias de las trampas de arroz del JBB

Trascurrido el tiempo de inoculacion de los caldos de microbianos, se caracterizaron los
microorganismos presentes en cada uno. Para el CM-PC, se caracterizaron 9 morfotipos, entre
levaduras y bacterias. Mientras que para el CM-JBB, se caracterizaron 9 morfotipos entre
bacterias, levaduras y hongos filamentosos. Esto a pesar que en la trampa de arroz recolectadasen

el Parque Chaquén, se evidenciaba que habia mayor diversidad de colonias.

Dentro de los hongos filamentosos aislados del CM-JBB, se identificaron tres géneros que
son Cladosporium, Aspergillus y Penicillium. EI género Cladosporium macroscopicamente se
caracteriza por tener colonias aterciopeladas, pulverulentas o vellosas y con coloracion oscura
(figura 3a). Microscopicamente presenta hifas finas, septadas, ramificadas de color hialino a

marron (figura b2) (Barnett & Hunter, 1998).

Figura 3. Observacién del hongo Cladosporium A) microscopica B) macroscopica
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En cuanto a Aspergillus microscopicamente se observaron cabezas conidiales y radialescasi
esféricas rodeada de fialides, los conidios son globosos de color marrén, y hialinos (figura 4b).
Macroscdopicamente se observé una colonia crema y verde oliva en el anverso y en elreverso el

color es amarillo, su textura era flocosa (figura 4a) (Barnett & Hunter, 1998).

Figura 4. Observacion del hongo Aspergillus A) macroscépica B) microscopica

El género Penicillium microscopicamente presenta hifas septadas. Los conidioforos tienen
ramas secundarias. Estas son de forma cilindrica, de donde surgen largas cadenas sin ramificar de
esporas o conidios formando el penacho o pincel caracteristico del género (figura 5b).
Macroscédpicamente se observo una colonia de color verde azulado con reverso amarillocremoso

(figura 5a) (Barnett & Hunter, 1998).

Figura 5. Observacion del hongo Penicillium A) macroscépica B) microscopica
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4.2 Pruebas Nutricionales

4.2.1 Pruebas de nitrificacion. La prueba de nitrificacién con el CM-PC, arrojo resultados
negativos en el medio de cultivo, es decir, que los microorganismos no son capaces de
transformar amonio (NH4) en nitrato (NO3) (ver figura 6). Lo cual puede deberse a que el nitrito
o nitrato formado tiene desnitrificacion incompleta, es decir, forman 6xido nitroso que se pierde
en el proceso Tambiénes posible que algunos microorganismos hayan realizado el ciclo completo
del nitrégeno, transformando los nitratos en nitrdgeno gaseoso. Por Gltimo, pudo haber una
reduccion desasimilatoria que llevo el nitrito o nitrato formado a amonio nuevamente (Rodriguez

& Toro, 2006).

Figura 6. Prueba negativa con el CM-PC para la transformacion de amonio a nitrato

Para CM-JBB, el resultado demuestra que los microrganismos presentes en este caldo son
capaces de trasformar amonio (NH4) en nitritos (NO2) esto se puede comprobar con el cambio de
coloracion rosada cuando se aplica el reactivo de Griess que detecta nitritos (Fig. 7). Es decir que
el amonio se oxida a nitritos por parte de bacterias oxidantes de amonio (Rodriguez & Toro,

2006).
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Figura 7. Prueba positiva con el CM-JBB para la transformacion de amonio a nitrito

4.2.2 Solubilizacién de fosfatos. Las pruebas de solubilizacion de fosfatos en el CM-PC,
arrojaron resultados positivos conla formacion de halos amarillos para los 9 morfotipos. En

cuanto al CM-JBB, también se obtuvieron resultados positivos para los 9 morfotipos.

Este proceso se genera gracias a que los microorganismos agilizan el ciclo del fésforo através
de procesos de mineralizacién y solubilizacion. Donde los microrganismos presentes producen
enzimas fosfatasas, que ayudan a hidrolizar y degradar el fésforo (figura 8) (Patifio &

Sanclemente, 2014).

Figura 8. Comparacion de dos morfotipos en la formacion del halo amarillo alrededor de la

colonia, indicativo de la capacidad de los microorganismos de solubilizar fosfatos

4.2.3 Fijacion de nitrégeno. Las pruebas de fijacion de nitrégeno con el CM-PC y CM-JBB,

arrojaron resultados positivos para los 18 morfotipos sembrados en el medio Burk (figura 9). Esto



44

puede deberse a lapresencia de microorganismos endéfitos que poseen el sistema enzimatico que
les permite reducir el nitrogeno atmosférico y utilizarlo en su metabolismo (Mantilla, Villalba &

Oviedo, 2007).

Figura 9. Prueba positiva crecimiento de colonias en el medio de cultivo

4.2.4 Pruebas in vivo. En el CM-PC, el porcentaje de germinacion fue del 66.6%, con 20
plantulas germinadas, en comparacion al CM-JBB con un 73.3% y 22 plantulas germinadas, en
cuanto al tratamiento control, tuvo un porcentaje de geminacion del 53.3% con 16 plantulas
germinadas (figura 10). Lo anterior evidencia que, los dos caldos microbianos estimularon la
germinacién de las semillas, sin embargo, se aprecia un mayor potencial en el tratamiento con

CM-JBB, con respecto al tratamiento con CM-PC.
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Figura 10. Porcentaje de germinacion de la acelga en los dos tratamientos, caldo
microbiano del Parque Chaquén (CM-PC), caldo microbiano del Jardin Botanico (CM-
JBB). La misma letra indica que no hay diferencias significativas, segun el analisis de

Waller-Duncan (p>0.05)

Adicionalmente, se evidenci6 que las plantulas tratadas con CM-JBB presentan un leve
incremento en la longitud de los tallos en comparacion a los otros tratamientos. Ya que en el
tratamiento con CM-JBB la longitud del tallo fue de 3 cm, el CM-PC obtuvo una longitud de 2.4
cm y el control obtuvo una longitud de 2.6 cm (ver figura 1). Sin embargo, no hay diferencias

significativas entres los tres tratamientos.
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Figura 11. Longitud de tallo de la acelga en los dos tratamientos, caldo microbiano del
Parque Chaquén (CM-PC), caldo microbiano del Jardin Botanico (CM-JBB). La misma
letra indica que no hay diferencias significativas, segun el anélisis de Waller-Duncan

(p>0.05)

En cuanto a la cantidad de hojas verdaderas, se evidencia que, a partir de la tercera semana,
todos los tratamientos tienen el mismo comportamiento (figura 12). Si bien no hubo diferencias
significativas en el namero de hojas, las hojas del CM-PC y el CM-JBB eran méas grandes en

comparacion a las del control (ver figura 13).
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Figura 12. Cantidad de hojas verdaderas de la acelga en los dos tratamientos, caldo
microbiano del Parque Chaquén (CM-PC), caldo microbiano del Jardin Botanico (CM-
JBB). La misma letra indica que no hay diferencias significativas, segun el analisis de

Waller-Duncan (p>0.05)
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Figura 13. Hojas de acelga en los tratamientos izquierda) CM-PC, centro) CM-JBB y

derecha) control

Para la longitud de la raiz, se evidencio que el tratamiento control fue el que estimul6 el
crecimiento de las raices en las plantulas, en comparacion con los dos tratamientos. En el CM-
JBB se present6 el menor valor de longitud con 3.0 cm, el CM-PC obtuvo una longitud 3.6 cm y
el control obtuvo una longitud de 4.1 cm (ver figura 14). Sin embargo, no hubo diferencias

significativas entre estos dos tratamientos.
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Figura 14. Longitud de la raiz de acelga en los dos tratamientos, caldo microbiano del
Parque Chaquén (CM-PC), caldo microbiano del Jardin Botanico (CM-JBB). La misma

letra indica que no hay diferencias significativas, segun el analisis de Waller-Duncan (p>0.05)

Tras evaluar algunas variables de crecimiento en las plantulas con los tratamientos CM- PC y
CM-JBB, podemos concluir que ambos son, en cierta medida, efectivos en el crecimiento
temprano de las mismas. El tratamiento con el CM-JBB tuvo un rango de efectividad mayor, esto
se puede considerar gracias a la variedad de microrganismos que lo componen. Los cuales
ayudan a mejorar el rendimiento de los cultivos, a través del aumento de la disponibilidad de

nutrientes, que promueven el crecimiento de las plantas (Cano, 2011).

Esto se puede relacionar con los resultados de las pruebas de nitrificacion, en las que se
evidencid que algunos microorganismos de los caldos pueden fijar el nitrégeno atmosférico y son
capaces de solubilizar el fosfato, estas caracteristicas ayudan a mejorar la disponibilidad de
dichos nutrientes haciéndolos mas accesibles para las plantas. Ademas, algunas bacterias son

capaces de producir moléculas similares a las fitohormonas que las plantas producen de manera
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natural y que ayudan a regular el crecimiento vegetal (Cano, 2011). Si bien esta ultima parte no
se evaluo en la presente investigacion, puede ser una de las razones por las cuales los

tratamientos con caldos microbianos estimulan el crecimiento de las plantulas.

4.3 Pruebas Fitosanitarias

4.3.1 Recoleccion del material vegetal. Para las pruebas de patogenicidad nos basamos en
literatura para describir los posiblesresultados en las especies estudias, por lo cual se omitiran

algunos puntos.

Los manejos fitosanitarios dependen de las interacciones que ocurren entre la planta, el
patdgeno, el organismo biocontrolador y el ambiente en el cual se desarrolla. En especies como el
tomate cherry (Solanum lycopersicum) y la papa negra (Solanum tuberosum) se pueden encontrar
sintomas de enfermedad causados por la misma bacteria Ralstonia solanacearum o mejor
conocida como marchitez bacteriana. Esta bacteria ingresa a la planta por aberturas naturales,
lesiones o raices, cuando ingresa a la corteza esta infecta los vasos de la xilema. A medida que se
extiende, bloguea los canales de absorcion de agua, provocando el marchitamiento y la muerte.
Esta bacteria se caracteriza por sobrevivir en material vegetal descompuesto (Torres, Casas &

Diaz, 2013).

En el tomate cherry se manifiestan signos de marchitamiento y amarillamiento en el tallo y
hojas, los cual se propagan hasta que la planta muera (Fig. 10%) (Ceballos, Alvarez & Bolafios,
2014). En la papa se evidencia oscurecimiento en el anillo vascular y un exudo blanquecino, que

al avanzar la enfermedad sale por las yemas u “ojos” de la papa (figura 10b) (ICA, 2011).
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Figura 15. Marchitez bacteriana (Ralstonia solanacerum) a) necrosis en tallo de tomate b)

decoloracion y tejidos necréticos por pudricion

Fuente: National Plant Protection Organization. (2022).

El tomate cherry (Solanum lycopersicum), el calabacin (Cucurbita pepo) y la papa negra
(Solanum tuberosum) son especies afectadas por la bacteria (Erwinia Carotova) la cual se
caracteriza por atacar a plantas jovenes, sus principales sintomas se presentan en las hojas y en la
base del tallo provocando podredumbre de aspecto blando. En frutos o tubérculos se inicia con
pequefias lesiones o0 ampollas (Fig. 11). Esta enfermedad no es facil de identificar, hasta que el

fruto se pudre por completo (Nissan, Carrién, Ciampi, Costa, Fuentes & Schonitz, 2008).

Figura 16. Pudricién suave bacterial (Erwinia carotova) pudricion en un fruto de tomate

Fuente: National Plant Protection Organization. (2022).
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El tomate cherry (Solanum lycopersicum) y el calabacin (Cucurbita pepo) son especies
afectadas por la bacteria que causa peca bacteriana o mancha negra (Pseudomonas syringae).

Esta bacteria se caracteriza por encontrarse en los restos vegetales contaminados y semillas.

Ataca a través de heridas o estomas, provoca darfio a las partes areas y tallo (Urbina, 2009).
Enlas hojas se presentan manchas de un aspecto criado o necrético (Fig. 12%). Otro sintoma que
provoca es la deformacion de los frutos que pueden llegar a infectar a las semillas y la caida delas

flores (Fig. 12B) (Urbina, 2009).

Figura 17. Pudricién suave bacterial (Pseudomonas syringae) manchas necroéticas en hojas y

fruto de tomate

Fuente: National Plant Protection Organization. (2022).

Segun los reportes de literatura, las especies como el yacon (Smallanthus sonchifolius) yla
acelga (Beta vulgaris var. cicla) no son afectados por ataques bacterianos. En cambio, sus
principales enfermedades son causadas por hongos filamentosos, aunque también se ven

afectados por algunas plagas (Pymagros, 2005).

4.3.2 Pruebas de patogenicidad. Las pruebas de patogenicidad que se realizan a través de los
postulados de Koch, se hacencon el fin de determinar si algunos de los microrganismos que se

aislan de los tejidos de las especies afectadas, son los mismos en afectar a un tejido sano. Si estas
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pruebas se hubiesen podido llevar a cabo, se hubiese esperado que, al realizar los postulados de
Koch con las bacterias fitopatdgenas anteriormente mencionadas, se desarrollaron los mismos
sintomas descritos en cada caso. Confirmando asi, que estas bacterias son los causantes de

algunas de las enfermedades presentes en las especies estudiadas.

4.3.3 Pruebas de antagonismo. Al realizar las pruebas de antagonismos, se hubiese esperado
la inhibicién total o parcialdel crecimiento de las bacterias fitopatdgenas. Esto, teniendo en
cuenta que el antagonismo microbiano es la inhibicién, deterioro 0 muerte de un microorganismo

por accion de otro.

Con base en lo anterior, podemos deducir que los tratamientos con CM-PC y CM-JBB,pueden
limitar el crecimiento de los patdgenos. Sin embargo, es probable que el potencial antagénico del
CM-JBB sea mayor que el del CM-PC. Lo cual se puede deber a la diversidad de
microorganismos hallados en el proceso de caracterizacién donde se identificaron tres géneros de
hongos filamentosos, Cladosporium, Aspergillus y Penicillium. Ademas, es posible que en el
CM-JBB existan microorganismos nativos que muestran capacidad para actuar como
biocontroladores de estas bacterias patdgenas que el CM-PC no tenga o tenga menor proporcion

(Rivero et al., 2009).

Se estima que los microrganismos presentes en los caldos microbianos usan diferentes
mecanismos para controlar los agentes patdgenos. Los principales mecanismos que se consideran
son: competencia por espacio y nutrientes, produccién de antibidticos y micoparasitismo (Babbal
& & Pal Khasa, 2017). La competencia por nutrientes y espacio es un mecanismo empleado por
las bacterias, y consiste en que estos microrganismos consumen los nutrientes, carbohidratos,

vitaminas o amino&cidos presentes en el ambiente, con el fin de reducir los recursos disponibles
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para el patégeno (Mamphogoro, Babalola & Aiyegoro, 2020).

En cuanto a la produccidon de antibioticos o antibiosis, es un mecanismo que consiste enque la
bacteria produce metabolitos secundarios que tienen la capacidad de inhibir y/o destruir alos
organismos patogenos (Pedraza, Lopez & Uribe, 2019). EI ultimo mecanismo de control es el
micoparasitismo, un proceso en el cual las bacterias biocontroladoras atacan de forma directa la
pared celular de los hongos patogenos. Las bacterias se adhieren a hifas del hongo patégeno y
secretan enzimas liticas, causando la degradacién y lisis celular (Ram, Keswani, Bisen, Tripathi,
Singh & Singh, 2018). Se ha identificado que las principales enzimas empleadas son quitinasas,

glucanasas, celulasas, proteasas y lipasas (Mamphogoro et al., 2020).

Ademas, una de las estrategias usadas para la inhibicién del crecimiento de los patdgenos,es el
uso de mezclas de diversos microorganismos compatibles. Ya que pueden ser mas efectivosque
uno solo, debido a que estos microrganismos logran proporcionar un mayor espectro de accion
para controlar diversas enfermedades (Ramirez, 2016). Caso similar al que se presenta en los
caldos microbianos evaluados en esta investigacion, en los cuales hay diversidad de

microorganismaos.
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5. Conclusiones

A pesar, de que se evidenciaron mas diversidad de microrganismos en las trampas
recolectadas en el Parque Chaquen, la caracterizacion nos demostré que el CM-JBB tenia
diferentes microrganismos como hongos, bacterias y levaduras, que ayudaron a obtener mejores
resultados. En la prueba de transformacion de amonio estos microrganismos fueron capaces de

reducir el amonio (NH, ) a nitrito (NO2). Ademas, favorecid el crecimiento de las plantas de

acelga,en comparacion con el CM-PC y el control.

Con base en la literatura podemos concluir que Ralstonia solanacearum, Erwinia carotova y
Pseudomonas syringae son las bacterias fitopatdgenas mas comunes en especies comoel tomate
cherry (Solanum lycopersicum), el calabacin (Cucurbita pepo) y la papa negra (Solanum
tuberosum). Ademas, podemos deducir que los tratamientos no pueden limitar por completo el
crecimiento de los patdgenos, pero si se puede creer que existe un mayor potencial antagonico del

CM-JBB en comparacién al CM-PC por la diversidad de microrganismos presentes en el.

A modo de conclusidn este proceso ha presentado un avance indispensable para lafinalizacién
de mi desarrollo universitario, debido a que ha permitido aumentar mi experiencia laboral,
profesional y académica. Durante este tiempo he podido completar exitosamente las actividades
propuestas en mi plan de trabajo haciendo que esta pasantia sea provechosa al maximopara todos
los entes involucrados, como la Universidad Francisco de Paula Santander cuya visionse ha
cumplido una vez mas y para el Jardin Botanico de Bogota que obtuvo servicios y aportes

importantes durante este tiempo.
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6. Recomendaciones

Realizar pruebas de produccion de fitohormonas y enzimas por parte de los microorganismos

que componen los caldos microbianos.

Incluir el area foliar como una variable a tener en cuenta, en las pruebas in vivo.

Para la Universidad Francisco de Paula Santander seguir brindando profesionales con calidad
y ética que ayuden a diversas instituciones como el Jardin Botanico de Bogot4, a través de

conocimientos tecnologicos y cientificos.

Para el Jardin Botanico de Bogota seguir brindando la oportunidad a estudiantes de diversas
instituciones del pais, de poder ofrecer su mano de obra por medio del proceso de préacticas y

pasantias.
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Anexo 1. Flujograma sobre la preparacion de las trampas y caldo microbiano

Preparacion del caldo
microbiano

l

l

Parque Chaquén 18
trampas de arroz

l

Jardin Boténico de Bogota

18 trampas de arroz

% i

Se instalan a ras del suelo
durzante 15 dias

Captura de
Microorganismos

Preparacion del caldo
microbiano

l

Ingredientes

Trampas de arroz
Melaza

Agua Hervida
Hzrina de soya
Kumis y Leche

VN VNN

Mezclar y afiadir los
ingredientes en una garrafa

Incubar 20 dias
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Anexo 2. Flujograma sobre la caracterizacion de microorganismos en el caldo microbiano

Caracterizacion de microrganismo en el caldo microbizno

Caldos microbianos

Diluciones seriadas

Inocular e incubar 8 dias a 23°C
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Anexo 3. Flujograma sobre la transformacion de macronutrientes

TRANSFORMACION DE MACRONUTRIENTES

1

|

Pruebas de nitrificacion

l

Medio amonio

Incubar 28°c - 15 dias

|

solubilizacion de fosfatos

l

Agar Pikovskaya

Fijacion de nitrégzno

Agar Burk

@

Incubar 28°c -5 dias

Incubar 28°c -5 dias

| |
meo o

Reactivo de Griess

Nitritos — NO;

Polvo de zinc

Nitratos - NO3

Reactivo de Nessler

Amonio HHy

Pruebz — no presenta hale

Prueba + halo amarillo

Prusba — no presenta
crecimiento

Prusba + crecimiento de

Fuente: Rodriguez & Toro (2006), Hernandez et al. (2011), Valderrama (2013).




Anexo 4. Flujograma sobre las pruebas in vivo

{ Pruebas in vivo

l

Recoleccion y mezclz de suslo con
composto v cascarilla de arroz

l

Inoculacion de las semillas

» Caldo microbiano JBS

» Caldo microbiano
parque Chaquén

» cControl

Sembrar Izs semillas

Tomar datos cada & dias durante 1 mes

» % de germinacion
» TMG-CHV-LT-LR
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Anexo 5. Flujograma sobre las pruebas fitosanitarias

Pruebas fitosanitario

r

Prusbas de patogenicidad

l

\dentificacion de signos /
sintomas

Postulados de Xoch

|

Pruebas De antagonismo |

l

Medio suplementado con caldo
microbizno

|

inccular con los microorganismos
encontrados en |z anterior

Maedir &l diametro de |z colonia

Porcentaje de inhibicion
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