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RESUMEN

El presente proyecto de investigacion tiene como objetivo evaluar la eficacia de la
bacteria Bacillus subtilis como promotor de crecimiento vegetal (PGPR) en
Brachiaria decumbens y su potencial para desintoxicar suelos contaminados con
metales pesados. Se desarrollé un disefio experimental completamente al azar
que consistié en 2 ensayos para Cadmio y Plomo cada 1 con 5 réplicas: Control
mas toxico (sin inocular bacteria) para Cd y Pb por separado, tratamiento con B.
subtilis a dosis de 10® UFC mas metal pesado y tratamiento combinado de B.
subtilis a dosis de 10® UFC con metal pesado, las dosis empleadas fueron Cd
(100 y 500mg) y Pb (100 y 500mg). El crecimiento vegetal del pasto fue
determinado a partir de la longitud del tallo, longitud de raices, biomasa total
humeda y tasa de germinacion, sin embargo, la inoculacion bacteriana disminuyo
los impactos negativos del estrés causado por Cd en el pasto al mejorar estos
parametros. La cepa de PGPR aumenté la longitud del tallo (23,6 — 46,51%),
longitud de la raiz (31,6 — 49,8%), biomasa total humeda (60,71 — 89,3%) y la tasa
de germinacion (69,44 — 92,86%) en plantas tratadas con Cd y Pb a dosis de
100mg. Los resultados demostraron que la aplicacién de Cd y Pb a niveles de
100mg junto a la rizobacteria aumentan considerablemente el crecimiento de
Brachiaria decumbens, por otro lado, al aumentar la concentraciéon a 500mg del Pb
y Cd se presentd una disminucién en el crecimiento del pasto, principalmente hubo
un mayor efecto supresor del crecimiento en Pb a 500mg.

Palabras claves: Biorremediacion, PGPR, promocion de crecimiento vegetal
y suelos contaminados.
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ABSTRACT

The present research project

Key words: Bioremediation, PGPR, plant growth promotion and
contaminated soils.
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INTRODUCCION

Para este trabajo se ha evaluado la aplicacion efectiva de la rizobacteria Bacillus
subtilis sobre el pasto Brachiaria decumbens bajo suelo contaminado con Cd y Pb
en el departamento del Cesar. Las actividades econdmicas antropicas generan
grandes impactos en los ecosistemas, particularmente las actividades primarias
extractivista que pueden llegar a causar cambios irreversibles en la region, siendo
la mineria a cielo abierto una de las actividades antropicas mas empleadas en el
caribe seco colombiano transformando un area natural a un terreno arido con alto
potencial toxico que puede degenerar ecosistemas y fuentes hidricas aledafias; lo
cual hace necesaria la implementacidon de estrategias que permitan el
aprovechamiento de microorganismos y plantas endémicas de la region para
establecerlos en sistemas productivos bajo condiciones de invernadero. El
crecimiento de las plantas fue determinado a partir de la medicion de la biomasa
total humeda, longitud del tallo, longitud de raices y tasa de germinacién de las
semillas. Los resultados demuestran que hubo un aumento significativo en la
biomasa, longitud del tallo y raiz siendo una aplicacion prometedora que puede
generar mayores indicadores de restauracion de suelos post-mineria. Los
resultados sugieren que la adicion de PGPR como Bacillus son capaces de
mejorar la germinacion y la tolerancia de las plantas al estrés mediado por la
presencia o asimilacion de contaminantes como los metales pesados, este trabajo
permitid contribuir a la promocion del crecimiento vegetal de las plantas tratadas
bajo condiciones ambientales controladas expuestas a metales pesados, de igual
forma se observd mejora en las propiedades biolégicas en el corto plazo
observadas en la biomasa, longitud e indice de germinacion. La importancia de
este estudio radica en la determinacion de la bacteria Bac

alternativa viable que garantice el aumento del rendimiento

al estrés del pasto, especialmente en areas contaminadas

lo cual son comunes en el departamento del Cesar por

minera.
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1. PROBLEMA EN ESTUDIO
1.1. Titulo
Efectividad de Bacillus subtilis como promotor de crecimiento sobre Brachiaria

decumbens en suelos contaminados con metales pesados.

1.2. Planteamiento del problema

El suelo como recurso no renovable, es vital para el desarrollo de muchas
actividades econdmicas a nivel mundial, dependiendo de sus caracteristicas
fisicas, quimicas y biologicos, puede focalizar su uso en la agricultura, ganaderia y
mineria. Por otro lado, el uso desmedido del suelo puede ocasionar la perdida de
estas caracteristicas que son indispensables para que este cumpla con su
vocacion (Serri et al, 2018).

Las actividades industriales, mineria extractivista, el tratamiento de residuos, la
agricultura extensiva y la emisién del uso de combustibles fosiles han facilitado la
afeccién directa de los suelos a nivel mundial. A pesar de que la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), han hecho
esfuerzos visibilizando los problemas que acarrean el uso de agro quimicos como
una de las principales fuentes de contaminacién de los suelos, su produccion va
en aumento y se espera que para el aio 2030 sea un 85% mas que la produccién
actual, afectando de manera significativa el cumplimiento de los objetivos para el
desarrollo sostenible (Organizacion de las naciones unidas para la alimentacién y
agricultura [FAQO], 2022).

En Latinoamérica y el caribe, se ha identificado que las principales fuentes de
contaminacién de los suelos, es debido al uso de agroquimicos, especialmente en
Colombia y El salvador. La eliminacion inadecuada de los plaguicidas obsoletos es
un problema latente, se han estudiado los procesos de dec

no se ve una reduccién satisfactoria (Pérez, Valderrama y B

Por otro lado, se ha identificado que la mineria ocupa el

productora de contaminacion de los suelos, en los paises

Jamaica, Brasil, Ecuador, Chile y Argentina se present

especialmente por la extraccion de elementos como el oro,
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zinc, asociados a la contaminacién de los suelos por arsénico, cadmio, cianuro,
hierro, mercurio y plomo (FAO, 2022).

Una de las principales fuentes de contaminacién debido a la explotacion minera,
son los metales pesados. Especialmente el cadmio y plomo tienen una incidencia
directa en la salud de los consumidores y la capacidad productiva de los suelos.
En estudios realizados por Morales y Carmona en el 2007, se identificd que estos
dos elementos tenian presencia en los mantos del carbon mineral extraido en
Rancheria-Cesar. Aunque su presencia no fue mayor que en otros paises como
estados unidos o China, si se encontré mayores concentraciones de cadmio y

otros metales pesados en comparacion a lo esperado.

Adicionalmente los metales pesados tienden a acumularse en fuentes de agua, en
suelos y en la fauna circundante. Se han establecido medidas como la
biorremediacion para eliminar de los ecosistemas estos elementos que afectan la
salud de las personas, animales y las caracteristicas quimicas de los suelos. Pero
los esfuerzos han sido pocos. Una alternativa estudiada, es el uso de la biomasa
de microorganismos especificos en compania de algunas especies vegetales, han
dado resultados satisfactorios (Arrieta, 2019). El uso de microorganismos
conocidos como promotores de crecimiento vegetal, en compafiia de especies de
plantas con capacidad biorremediadora ha sido estudiado (Simén, 2019), pero es
importante aclarar que la efectividad de la actividad biorremediadora de las plantas
dependera en gran medida de las condiciones iniciales de los suelos, asi como las
condiciones ambientales como humedad y temperatura, por lo que es
indispensable contar con informacién que asemeje las condiciones de aplicabilidad

en los terrenos de cultivo del departamento del Cesar.

Bacillus subtilis es considerada una especie con poten
promotor del crecimiento vegetal, su aplicacion en suelos de
sido demostrado en anteriores investigaciones, no obstant
evidencia de su aplicabilidad como bacteria promotor:
combinacion a especies vegetales autdctonas como Brachie

limita su uso como una alternativa a la biorremediaciéon de :
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metales pesados debido a la explotacion minera (Beltran, 2020; Acosta y Ramirez,
2010).

1.3. Justificacioén

El establecimiento de medidas que disminuyan los impactos negativos de
actividades economicas como la mineria, ayudan de manera significativa al
desarrollo sostenible de sectores productivos como el minero-energético,
considerados como vitales para el recaudo fiscal de departamentos como el
Cesar, aportando hasta un 42,8% del PIB (Departamento del Cesar, 2020).

La disminucion de la acumulacién de metales pesados en los suelos es una
actividad necesaria para mejorar la productividad y eficacia de los suelos, al
aumentar la productividad de este recurso, se permitird implementar nuevos
sectores productivos como la ganaderia y la agricultura, permitiendo la salida de
materias primas o productos terminados inocuos y con una calidad suficiente para
ser competitivos en el mercado (Cristancho y Roa, 2014).

Considerando el impacto de los metales pesados como producto de la explotacion
minera, y la relevancia de esta actividad para la economia del departamento del
Cesar, se hace necesario buscar alternativas que promuevan el restablecimiento
de las condiciones ideales de los suelos disminuyendo la concentracion de
metales como el plomo y cadmio, para permitir un desarrollo agricola sustentable.
Al existir un aumento de los recursos econémicos que el departamento recibe por
la productividad industrial se ve reflejado de manera directa en el mejoramiento de
las condiciones de vida de la poblacidén. Adicionalmente, los recursos que
ingresarian al departamento servirian para establecer medidas que disminuyan
posibles impactos en salud a la poblacion (Avila y Ponguta, 2021).

La presente investigacion se enfocd en el estudio de |

promotor de crecimiento vegetal en el pasto Brachiaria decu

para tolerar suelos contaminados con metales pesados,

informacion que nos facilitara el entendimiento de los mec

Bacillus subtilis como PGPR que induce cambios morfold:

decumbens en un suelo afectado por metales pesados.
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Por lo tanto, esta investigacion ademas de contribuir al conocimiento de
organismos empleados para la desintoxicacion de suelos contaminados con
metales pesados nos permite sugerir alternativas para implementar estrategias
biolégicas encaminadas a la remediaciéon, recuperacion y rehabilitaciéon de los
suelos y el ecosistema, y por ende restaurar las propiedades fisicas, quimicas y

bioldgicas.

1.4. Hipétesis
La aplicacion de Bacillus subtilis en suelos contaminados con cadmio (Cd) y plomo

(Pb), aumentara la capacidad biorremediadora de Brachiaria decumbes.

1.5. Pregunta de investigacion
¢.Puede Bacillus subtilis inducir mecanismos de accion que promuevan el
desarrollo del pasto Brachiaria decumbes en suelos afectados por metales
pesados?
1.6. Objetivos
1.6.1. Objetivo general
e Evaluar la efectividad de Bacillus subtilis como promotor de crecimiento
sobre Brachiaria decumbes en suelos contaminados con metales
pesados.

1.6.2. Objetivos especificos
® Evaluar in Vitro la Tolerancia de Bacillus Subtilis a los metales pesados

e Determinar la relacion entre la promocién de crecimiento y la tolerancia
mediada por Bacillus subtilis sobre Brachiaria decumbes en suelos

contaminados con Pb y Cd.

2. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
En la india, Khan et al., en el 2020, investigaron la
sideroforos producidos por especies de Bacillus subtilis, er
con sales de Cadmio. Encontrando que, asi como otros sid

tuvo una bioacumulacion significativa del Cadmio y Hierro.
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En la india, Bashir et al., (2022), investigaron la capacidad de Bacillus subtilis
como bacteria promotora de crecimiento en especies de trigo, en suelos
contaminados por metales pesados como el cadmio. Encontrando que, en
comparacidon a otros microorganismos considerados como promotor del
crecimiento vegetal, Bacillus subtilis demostré una mayor capacidad de aumentar
las condiciones de rendimiento de las plantas en suelos estresados con Cadmio.
En la india, Ullah et al., (2020), estudiaron la capacidad de crecimiento de
especies de Brachiaria sp. en suelos contaminados con metales pesados como
cobre, cadmio y plomo, encontrando que la bioacumulacién se da principalmente
en las raices de estas mismas.

En Brasil, Borgues et al, (2016), investigaron el impacto de metales pesados como
cobre, plomo y cadmio en el crecimiento adecuado de especies de Brachiaria
decumbes identificando que es altamente sensible especialmente al cobre, debido
a que la planta cuanta con un potencial importante de remocién de estos
compuestos en suelos contaminados.

En Brasil, Costa y Duta, (2001), identificaron la capacidad de bioacumulacién de
metales pesados como zinc, cadmio, plomo y cobre en especies de Bacillus sp.
Encontrando que en particular Bacillus subtilis tenia un mayor rendimiento de
bioacumulacién especialmente en Zinc, Plomo y Cadmio.

En Colombia, Cristancho y Roa (2014), estudiaron la aplicabilidad de Brachiaria
decumbes para la remocion en cultivos de arroz, el arsénico que se pueda
encontrar en los suelos. Encontrando que existio una remocién importante de este
compuesto principalmente acumulandose en la zona radicular de las plantas.

En el departamento de Cundinamarca, Avila y Ponguta, (2021), investigaron la
aplicabilidad de Brachiaria decumbes y Panicum maxi~: =~ =~~~ ~~nanine
vegetales con potencial biorremediador, encontrando que

existia una extraccion significativa de metales pesados cor

Cadmio.

En Colombia, Valero, Beleno y Cancillo, (2011), estudiaron ¢

microbianas nativas asociadas a la microbiota de 2 tip

domingensis y Cenchrus ciliaris aisladas en microambien
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particulas de carbon en la mina el Cerrejon, obteniendo como resultados que las
bacterias nativas aisladas tienen la capacidad de degradar el carbén de bajo rango
resultante del proceso de explotacion minera de carbdn en los departamentos

Guaijira y Cesar.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Biorremediacion
La biorremediacion es el uso de microorganismos (normalmente, bacterias
heterétrofas y hongos) y su potencial metabdlico para degradar, eliminar o
transformar los posibles contaminantes en productos inocuos como agua, sales
inorganicas, CO2 y/o biomasa. En comparacion a otras técnicas tradicionales, esta
cuenta con la ventaja de ser mas economica y no afecta el comportamiento de los

recursos ambientales (Beltran y Gomez, 2016).

La capacidad de las poblaciones microbianas frente a la contaminacién de los
suelos se fundamenta en su capacidad metabdlica. Normalmente cuando ocurren
procesos de contaminacion de los suelos, las cepas nativas de los mismos se
adaptan para poder usar como soporte los sustratos considerados como
contaminantes, transformandolos en materia organica humica. A pesar, que en la
mayoria de los casos las cepas autdctonas suelen adaptarse de una manera muy
eficiente a la degradacion de posibles contaminantes, existen ciertos
contaminantes considerados como raros a los cuales es necesario incluir o
aumentar de manera significativa en el suelo (Chavez, 2022).

2.2.2. Fitorremediacién
La fitorremediacion, fitolimpieza o fitocorreccion es el uso
remocidn, neutralizacidon, estabilizacién, transferencia
contaminantes en medios acuaticos y solidos contamina
plaguicidas, hidrocarburos, metales pesados, explosivos, el
radiactivo entre otros (Bakshe, P., & Jugade, R., 2023).
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2.2.21.

Clasificacion de las técnicas de fitorremediacion.

A nivel general existen dos estrategias de fitorremediacion: La eliminacién o

retencion de estos.

Tabla 1: Clasificacion de las técnicas de biorremediacion.

Eliminacion de contaminantes Fuente

Fitoextraccion

Fitovolatilizacion

Fitodegradacién

Rizofiltracion

Es el uso de la habilidad con que cuenta
algunas plantas de absorber metales pesados
de suelos contaminados y bioacumularlos
(fitoacumulacion) para posteriormente ser
eliminacion ya sea por incineracion o
transformacion en abono vegetal.

Es el uso de algunas especies de plantas que
a través de su capacidad extractora de agua,
pueden llevar algunos componentes
contaminantes organicos hasta las hojas y
facilitar su evaporacion.

Es el uso de la capacidad metabdlica de
algunas plantas que, a través de procesos
enzimaticos, ya sea exogenos e internos
pueden degradar compuestos de una manera
eficiente en procesos de descontaminacion en
aguas y suelos hasta transformarlos en no
téxicos o disminuir su toxicidad (en esta
categoria se incluye la fitoevaporacion).

Es un proceso similar al usado en la
fitoextracion, pero aplicado a sistemas
acuiferos contaminados. Es el us~ A~ I»
capacidad radicular de algunas plai

eliminar metales pesados o
contaminantes  organicos  que
comprometer la condicién de cuerpos
Posterior a esta fitoacumulacion la:

pueden ser quemadas.

Retencion de contaminantes

Tonelli,
Tonelli,
Lemos &
Nunes,
2022.

Tonelli,
Tonelli,
Lemos &
Nunes,
2022.

Mercado
y
Morales,
2021.
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Es el uso de la capacidad de algunas especies

. e Tonelli,

para producir productos enzimaticos o algunos Toneli
Fitoestabilizacion | elementos que produzcan una reduccion de la Lemos’&
movilidad de contaminantes organicos y no Nunes

organicos, previniendo su migracion a aguas 2022.’

subterraneas o aire.

Es el proceso en que se usa la capacidad del
sistema radicular de algunas plantas o el
consorcio de microorganismos que habitan en
la rizésfera, para minimizar la disponibilidad de | Mercado

Fitoinmovilizaciéon | metales en el suelo, ya sea mediante la y
adsorcién/absorcion, quelacion o precipitacion | Morales,
de estos contaminantes. Transformando asi, 2021.

compuestos organicos 0 inorganicos en
formas que no se puedan asimilar
biolégicamente.

2.2.3. Especie vegetal estudiada
2.2.3.1. Brachiaria decumbes
También conocido como pasto peludo, es una especie de graminea perenne
originaria de Uganda, en el Africa tropical. Se comporta bien desde 0 a 2200
msnm, en zonas que oscilan a temperaturas de 18 a 28°C y con grados de
precipitacion anual entre 1000 y 4500mm, suele crecer en suelos pobres con buen
drenado, pero no persiste en suelos bajos e inundables (Gomes, Marques,
Nogueira, Castro & Soares, 2011; Peladez-Peldez, Bustamante Cano, & Gdémez
Lopez, 2016). Se caracteriza por tener habitos de crecimiento rastrero y
estolonifero, estolones largos arraigan en los nudos formando una pastura densa,
sus hojas son lanceoladas, pubecentes y una inflorescencia en forma de panicula
con dos o cinco racimos extendidos o semirrectos (Gomes,
peludo presenta valores superiores al 12% de proteina cruc
rebrote, llegando a disminuir dicho valor significativamente
2015). El pasto peludo no es muy exigente en cuanto a fe
para su establecimiento se recomienda la aplicacién de 50
concentracion de Kg/ha (Low, 2015; Borges, D'Avila, Camp

& Galvan, 2016). Su periodo de crecimiento va de 90 a 120
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uso para pastoreo después de los 40 meses. Su uso también puede darse para
pasto de corte, ensilaje y henificacion (Low, 2015).
Se han realizado investigaciones en donde se ha demostrado la capacidad de esta
especie para fitoacumulacién de metales pesados, a su vez, se ha estudiado la
capacidad de tolerancia de esta especie frente a suelos contaminados con
distintos metales pesados, obteniendo una buena resistencia (Gomes et al., 2011).
2.2.4. Microorganismos promotores de crecimiento vegetal
El suelo se considera como uno de los habitats propicios para el crecimiento
microbiano. Se estima que aproximadamente cada gramo de suelo puede tener
hasta 109 UFC y 104 especies microbianas. Estos suelen estar asociados
directamente con la rizésfera debido al flujo contantes de exudados radicales,
ricos en compuestos organicos que son facilmente asimilables por los
microorganismos, aportando a la variabilidad metabdlica de los mismos, pudiendo
se encontrar diferentes tipos de interacciones con la planta que van desde
simbiontes mutualistas, saprofitos e incluso patégenos (Cabrera, Bonilla y Aguilar,
2018).
El mutualismo ha sido una de las interacciones mas estudiadas en los ultimos
afos, puesto que se ha utilizado como herramienta del mejoramiento productivo
en la agricultura, desestimando el uso de elementos quimicos que puedan alterar
significativamente los suelos a largo plazo (Acosta Olaya & Ramirez Pisco, 2010).
Se han identificado efectos beneficiosos como la estimulacion del desarrollo de las
raices, favorecimiento de la germinacion de algunas semillas y la produccion
directa de metabolitos que ayudan significativamente al metabolismo de las
plantas, como la produccion de vitaminas, fitohormonas y otras sustancias
(Bhattacharyya & Jha, D.K., 2012). Adicionalmente se har ~r#i-~nnindn ~l~imsn
actividades indirectas de la presencia de una alta can
microorganismos en los suelos, como la formacion de
generacion sideréforos, y produccidon de formas asin
inorganicos beneficiosos para el crecimiento microbianc
Algunas especies de microorganismos suelen tener un com

con algunas especies, por lo cual se les han reconc
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heterogéneo Illamados microorganismos promotores del crecimiento vegetal
(PGPR), utilizando diferentes mecanismos de accién como el antagonismo de
especies fitopatégenas, producciéon de biofertilizantes o elementos asimilables por
las plantas y la produccion de fitohormonas (Bhattacharyya & Jha, D.K., 2012;
Rodriguez, 2013).

2.241. Bacterias

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal son un grupo heterogéneo de
especies que ayudan mediante diferentes vias metabdlicas el desarrollo de
vegetal, ya sea solubilizando elementos haciendo que estén biodisponibles para
las plantas, ayudando a la asimilacion del nitrégeno inorganico, produciendo
fitohormonas que mejoran el rendimiento de metabolismos de alimentacion
vegetal, la eliminacion de agentes fitopatdgenos, interaccién sinérgica con otros
microorganismos de la rizosfera, entre otras acciones (Cabrera, Bonilla y Aguilar,
2018).

Estas bacterias pueden ser asociativas o de vida libre, pudiendo ser aerobias,
aerobios facultativas y anaerobias. Encontrandose una alta variabilidad de
especies que van desde Azospirillum lipoferum, A. brasilense y A. amazonense;
Herbaspirillum  seropedicae,  Acetobacter  diazotrophicus, Enterobacter
agglomeran, E. cloacae, Bacillus sp., Alcaligenes faecalis, Klebsiella sp., y
bacterias de los géneros Azotobacter y Pseudomonas (Diaz, Molina, Tapias,
2020).

2.2.4.1.1. Mecanismos de accién

Dentro de los tipos de mecanismos de accion de las bacterias promotoras de
crecimiento vegetal podremos encontrar:

Mecanismos directos

e Fijacion Biologica de Nitrégeno: Los principales n
de nitrégeno en bacterias promotoras del crecimier
sintetizar en microorganismos simbidticos, que ¢
formando nédulos que facilitan la absorcion de nitrc

raices, por otro lado, se encuentran especies bac
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como Azospirilum o Azoarcus entre otras, que presentan la enzima
nitrogenasa, 1o que les permite asimilar el nitrbgeno ambiental, haciéndolo
asimilable por el sistema radicular de las plantas (Bautista y Martinez,
2020).

e Biosolubilizacién de fosfatos: Otro elemento considerado como limitante
en el crecimiento vegetal es el fosforo. Paraddjicamente el suelo esta lleno
de reservas de fosforo no asimilable por organismos, debido a que se
encuentra en formas quimicas incompatibles. Existen bacterias del género
de Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter entre otras, que usan
los carbohidratos disponibles en la rizosfera, produciendo acidos organicos
que sirven como quelantes, eliminando Calcio, Hierro, Magnesio y Aluminio,
que acompanan al fosforo imposibilitando su asimilaciéon organica. Otra
estrategia identificada es el uso de microorganismos que presentan la
enzima fosfatasa, que permite la liberacion de moléculas organicas de
fosforo en la materia organica muerta disponible en la rizésfera (Puetate,
2019).

e Producciéon de fitohormonas: Algunas bacterias de los géneros de
Bacillus, Pseudomonas, Klebsiella, Azospirillum, entre otras. Son capaces
de producir hormonas que ayudan a la regulacién de crecimiento vegetal,
extension de las raices y division celular. Dentro de las principales
fitohormonas se reconocen las Auxinas (indol-3-acido acético: IAA vy
indol-3-acido butirico) utilizadas para mejorar la elongacion y la absorcion
del sistema radicular de las plantas; Giberelinas (GA1, GA2, GA3 y GA20),
su uso favorece el crecimiento del tronco y hojas de las plantas y
Citoquinas, precursoras de las purinas, son hormon-~ ~~=~~~~ An Fonilita
el crecimiento de brotes y ayudan al crecimiento inic
2021).

Mecanismos indirectos
e Mecanismos de biocontrol

v Antibidticos: Algunas especies bacteria

funcionan como microorganismos promo
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vegetal producen antibioticos efectivos que favorecen la
colonizacion de estas bacterias simbidticas a la rizésfera de las
plantas. Estos antibidticos pueden ser tan selectivos que se ha
estudiado su aplicacion directa en suelos agricolas
caracterizados (Camelo, Vera y Bonilla, 2011).

Sideréforos: El hierro es un nutriente esencial para las plantas,
ayuda a procesos como la fotosintesis y la fijacién del nitrégeno.
A pesar de que algunas plantas tienen la capacidad de producir
ciertas sustancias quelantes, el efecto de algunas bacterias del
género de Pseudomonas spp., han demostrado una eficiencia
considerable en la produccién de sideréforos con grupos
funcionales como los catecoles e hidroxamatos, ayudando a
mejores rendimientos en la produccion vegetal (Santoyo et al.,
2020).

Enzimas liticas y metabolitos antifungico: Las quitinasas,
proteasa, glucanasas y celulasas producidas por algunas
especies del género de Bacillus y Pseudomonas, han demostrado
mantener controlada la produccion de hifas de hongos
fitopatogenos, esto favorece la produccidon vegetal, pues
disminuye la actividad metabdlica que debe presentar las
especies vegetales para contrarrestar el efecto de los hongos
fitopatdgenos, a su vez, se ha demostrado que estas mismas
enzimas ayudan de manera selectiva a la eliminacién de especies
bacterianas consideradas como fitopatégenas (Cordero et al.,
2016).

Controladores de estrés (Etileno): E

ampliamente como el compuesto del estr

abidtico en las plantas. Se ha identificado (

que algunas bacterias promotoras del crec

la capacidad de interceder en los precursor
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favoreciendo la capacidad de las plantas frente al estrés
ambiental (Diaz y Cespedes, 2021).

v Compuestos organicos volatiles: Los compuestos organicos
volatiles, son normalmente productos de la degradacion de la
glucosa, teniendo una multiplicidad de efectos en las plantas, que
van desde la promocion del crecimiento vegetal, atraer especies
de insectos para procesos de polinizacion, repeler
microorganismos e insectos considerados como patdégenos para
las plantas, control de hongos y bacterias fitopatdgenas, y se han
identificado como compuestos capaces de inducir la defensa de
insectos en las plantas (De Clerk y Borrero, 2018).

2.2.5. Suelo
El suelo se considera como el componente fundamental de ambiente, constituido
por minerales, agua, aire, material organico, micro y macrofauna, vy
microorganismos que desempenan procesos bidticos y abidticos, cumple una
funcién vital para el planeta y la sociedad. Considerando que su limite superior
puede ser el agua o el aire, este cubre la mayor parte de la superficie del planeta
(Martinez, Fuentes y Acevedo, 2008).
2.2.5.1. Propiedades fisicas

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura, las principales caracteristicas del suelo son:

e Estructura del suelo: El suelo se puede agrupar en peds, considerando
las diferentes particulas del suelo como arena, limo y arcilla. Cada
combinacion estructural impacta directamente en la aireacion, la
conduccion termina, el crecimiento radicular de lg~ ~'~=t~~ In mmmnife v
el movimiento del agua en el suelo.

e Profundidad del suelo: El suelo estd com
horizontes que son llamados desde la A hasta
estas capas se lleva a cabo procesos fisicos y bir

profundidad le dan caracteristicas del comportami
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e Caracteristicas del agua en el suelo: El flujo en el suelo afecta de
manera directa en la formacién del suelo, la generacién de las distintas
estructuras, la estabilidad y la erosion.

e Disponibilidad del agua en el suelo: Se le llama capacidad del campo
a la cantidad de agua que suelo es capaz de retener luego de saturarse
y dejarse drenar libremente hasta la estabilidad del potencial hidrico.

e Textura del suelo: La textura de los suelos es la proporcion de
componentes organicos de diferentes formas y tamafnos, como la arena,
arcilla o limo. Esta textura es un indicador de la fertilidad de los suelos,
asi como de su capacidad de aireacién, drenaje, retencién de agua
entre otras propiedades.

e Color del suelo: El color del suelo es un indicador de la composicion
del suelo, si bien se puede afectar por el contenido de humedad, una
correcta caracterizacion de este color puede hablar del material
parental, cantidad de fase organica, presencia de sales y el estado del
drenaje.

e Consistencia del suelo: Es la capacidad que tienen los suelos para
resistir la deformacion o ruptura cuando se aplica algun tipo de fuerza
sobre él. Este se ve afectado por la cantidad de humedad y puede ir
desde suave, dura y muy dura.

e Porosidad del suelo: Se refiere al volumen del suelo no ocupado por
sélidos, normalmente el espacio poroso del suelo oscila entre el 50%,
pudiéndose encontrar desde macroporos hasta microporos dentro de
estos espacios se pueden ubicar distintos tipos de nutrientes, agua,
gases y aire (Martinez, Fuentes y Acevedo, 2008).
2.2.5.2. Propiedades biolégicas

El contenido de materia organica en el suelo normalmente
puede oscilar entre un 2%, lo que corresponde a un 95
organica seca de los suelos (Trinidad, 2016).

Por otro lado, los microorganismos y microfauna en los si

determinante en la produccién de suelos fértiles, los micro
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papel determinante en la formacion de los suelos desde la dura madre, hasta cada
una de las fases de horizonte E hasta el A. La diversidad y cantidad de
microorganismos es un factor indispensable para creacién de suelos altamente

competitivos para procesos productivos (Sandler, 2019).

1.1.1. Metales pesados
Los metales pesados se consideran al grupo de elementos quimicos de la tabla
periddica con alta densidad, y que tienen la capacidad de desplazar o reemplazar
otros elementos indispensables para el funcionamiento correcto de algunos
organismos. Si bien algunos de estos minerales son considerados como
micronutrientes para algunos organismos, en algunos casos pueden ser toxicos si
sobrepasan ciertas concentraciones o umbrales. A pesar de que existen un
numero definido de metales pesados, solo un grupo pequeno son movilizados por
las actividades humanas como lo son: Cadmio (Cd), Plomo (Pb), Plata (Ag),
Arsénico (As), Cobre (Cu), Mercurio (Mg), Niquel (Ni), Talio (Tl), Antimonio (Sb) y
Estafio (Sn) (Reyes et al., 2016).

2.2.5.3. Cadmio (Cd)

El cadmio es considerado uno de los metales pesado con mas alta probabilidad de
contaminacién de los suelos, al ser un metal pesado tiene la capacidad de
bioacumularse en plantas y ser consumido por los humanos u otra especie que
sea consumida por los humanos. Segun Zhang, Guo, Fan, Wang, Shi, Zhang &
Zhang, J. (2021), este metal en el suelo puede causar estrés y déficit del
crecimiento vegetal, por lo que es uno de los analitos de estudio cuando se quiere
determinar la vocacion de los suelos para la ganaderia o la agricultura. En el
cuerpo humano puede causar sintomas inespecificos mientras esta en proceso de
bioacumulacién, que van desde problemas hepaticos, hast
algunos 6rganos hematopoyéticos, el limite de cadmio en
(Zhao, Deng, Lin, Zeng & Zhong, 2020).

2.2.5.4. Plomo (Pb)

El plomo es uno de los elementos que suelen encontrars

como contaminantes por la produccion de actividades hurr
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produccion de elementos electronicos como baterias, cables y algunos
componentes de equipos tecnoldgicos. Se ha identificado que suele ser uno de los
elementos con mayor capacidad de acumularse en las plantas como frijoles, maiz,
fresa, calabaza, lechugas etc. El consumo constante de especies vegetales
contaminadas con este elemento produce la bioacumulacion del mismo en
algunos organos humanos como los rifiones y el sistema nervioso, causando
sintomas inespecificos que pueden llegar hasta la muerte. La concentracién
aceptada de este compuesto en suelos agricolas es de 300 ppm (Pelaez,

Bustamante y Gémez, 2016).

3. METODOLOGIA
3.1. Tipo de estudio
Esta investigacion es de tipo experimental de corte transversal.

3.2. Linea de investigacion
Esta propuesta de investigacion se encuentra enmarcada bajo la linea de
investigacion Bioprospeccion dentro del programa de Microbiologia de Ia

Universidad Popular del Cesar.

3.3. Universo, poblacion, muestra y localizacién del estudio

Este estudio tuvo como poblacién unicamente a la especie vegetal Brachiaria
decumbes biofertilizado con Bacillus subtilis en suelos afectados con Pb y Cd. Se
realizo durante 1 mes en el laboratorio del grupo de Investigacion
PARASITOLOGIA-AGROECOLOGIA MILENIO (PAM), y en campo abierto en el
corregimiento de la Vega Arriba ubicado al norte del municipio de Valledupar aue
cuenta con una temperatura media anual de 27,3 °C y pre

776,7 mm/ano (IDEAM, 2019).

3.4. Diseiio metodolégico
Este estudio se realizé en 3 fases, en la primera fase se «
Vitro, inicialmente con un primer ensayo donde se evaluo le

subtilis expuesto a determinadas concentraciones de n
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100mg, 500mg) (Pb 100mg, 500mg)se preparé una suspension de Bacillus y
mediante diluciones seriadas se determind la concentracion del microorganismo a
inocular en determinada cantidad de suelo en conjunto con las semillas de
Brachiaria Decumbes y determinadas concentraciones de metales pesados ( Cd,
Pb). La segunda fase se realizé a campo abierto, se usaron recipientes donde se
preparé determinada concentracion de suelo (500g) en conjunto con determinada
concentracion de Bacillus subtilis(10-8 UFC) bajo 2 tratamientos de Nitrato de
plomo (Pb2N03)2) a dosis de (500mg)(100mg) y Nitrato de Cadmio Tetrahidratado (

CdN206-4H20) a dosis de (500mg) (100mg) con 5 réplicas y 5 réplicas de control

cada una, la 3era y ultima fase se desarrollé dentro en el laboratorio del grupo
PAM enfocada a la medicién de parametros como longitud radicular, Longitud del
tallo, Biomasa Total y porcentaje de Germinacion expresado por los mecanismos

de accioén de Bacillus subtilis.

3.5. Procedimientos

3.5.1. Muestreo de suelos.

Con una pala y una bosa limpia se procedié a tomar una muestra representativa a
lo largo de toda la superficie plantada, procurando un tamafo de muestra que
cubra una dimensién de 25 cm x 25 cm y una profundidad de 10 cm, se realiz6é un
cambio al método de muestreo propuesto, manteniendo los 2 cm de capa de suelo
en donde se halla la actividad radicular. Se procedié6 a homogenizar la muestra
revolviéndola con cuidado, posterior a esto se procedi®6 a empacar
aproximadamente 15 kg del suelo en una bolsa limpia, finalmente se procedié a
rotular las muestras con la informacion del tipo de tratamientn fecha de miestren
y observaciones si aplica (Agustin Codazzi, 2022).
3.5.2. Analisis estadistico
Para el andlisis de resultados, especialmente los par:
morfobiometria de las plantas, se les determin6 sus difer

través de su estimacion de medias y se les realizé un
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empleando la Prueba de Duncan P < 0,05 mediante el uso del software IBM SPSS

statistics

También se utilizé la Prueba de Tukey que es un método que tiene como fin

comparar las medias individuales provenientes de un analisis de varianza de

varias muestras sometidas a tratamientos distintos.

+

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Bioensayo con la PGPR Bacillus subtilis y Cd sobre Brachiaria decumbes

Para la determinacion del parametro de longitud del tallo max., los resultados

registran que los tratamientos aplicados con la bacteria Bacillus subtilis y el metal

téxico de Cd mejoraron significativamente la longitud del tallo del pasto, en

comparacién con el tratamiento control sin aplicacion de la rizo bacteria (Fig.1),
segun la Prueba de Tukey < 0,05. (Tabla 3).

Réplicas
R1
R2
R3
R4
R5
Promedio

*Visualizacion de las medias de los subconjuntos homogéneos
valores de la longitud del tallo méximo de B. decumbes a 15 dias.

Control
6.5
5.7
4.7
5.8
3.1

5,162

Tratamiento 100mg

8.8
8.2
8.2
7.2
5.4
7,56b

Tabla 3. Longitud del tallo (cm) del pasto en ensayo ~~n Fadmina (0 |



[1{!3

Universidad
Popular del Cesar

Los resultados de la (Tabla 3) demuestran que la aplicacidon de Bacillus subtilis en
conjunto con cadmio pudieron haber causado un aumento en la expresién de
mecanismos de accion que mejoraron significativamente la tolerancia y/o

supervivencia del pasto expresado a partir del incremento de la longitud del tallo.

L Ll g

Fig.1. Tratamiento sin inéchlacién baéteriana (Cdﬁtrol) en B. decumbens.

Por otro lado, hubo un incremento en la longitud del tallo mediada en la aplicacion
conjunta de Cd y la rizobacteria, especialmente hubo mayor aumento a la
concentracion de 100mg y seguidamente en la dosis de 500mg de Cd inoculados

con la rizobacteria Bacillus subtilis (Tabla 3).

Longitud del tallo (cm)

O B MW R g~ 8w

Longitud del tallo (cm)

M Control M100mg M500mg

Fig.2. Longitud del tallo (cm) de los tratamientos expuestos a Cd ¢

Tabla 4. Longitud de la raiz del pasto en ensayo cc

Réplicas | Control | Tratamiento 100mg \
R1 | 6,20 | 6,50 |

R2 | 8,60 | 9,50 |
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R3 | 6,00 | 7,10 | 3,40
R4 | 1,80 | 8,30 | 8,20
R5 | 5,90 | 6,10 | 6,40
Promedio | 5,72 | 7,52 | 5,722

*\/isualizacion de las medias de los subconjuntos homogéneos hallados a partir de los
valores de la longitud de la raiz maxima de B. decumbens a 15 dias.

Los resultados de la Tabla 4. registraron que los tratamientos aplicados con la
bacteria Bacillus subtilis y el metal toxico de Cd en las concentraciones de 100mg
y 500mg no mostraron diferencias significativas para la longitud de la raiz de B.
decumbens, en comparacion con el control sin inocular, segun la Prueba de Tukey
< 0,05.

Longitud de raiz (cm)

Ln

Longitud de raiz (%)

M Control [M100mg M 500mg

Fig.3. Longitud de la raiz (cm) de los tratamientos expuestos a Cd en B. decumbens.
Hubo incremento en la longitud de raices del pasto en la concentracién de 100mg
de Cd con respecto al control, simultdaneamente aparece una disminucién en los

valores promedio con la concentracion de 500mg de Cd (Tak*- “*

Tabla 5. Biomasa total himeda del pasto en ensayo

Réplicas Control Tratamiento 100mg
R1 1,00 0,30
R2 0,80 1,70
R3 0,40 0,70
R4 0,10 0,90
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R5 | 0,50 | 1,70 | 0,60
Promedio | 0,56a | 1,062 | 0,822
*Visualizacion de las medias de los subconjuntos homogéneos hallados a partir de los
valores de la biomasa total humeda de B. decumbens a 15 dias.

Para el caso de los resultados de la biomasa total humeda Tabla 5. se pudo
observar que ninguno de los tratamientos presentd diferencias significativas con
respecto al control (sin inocular), segun la Prueba de Tukey < 0,05. Sin embargo,
los valores promedio del tratamiento con 100mg (1,06a) y el tratamiento con

500mg (0,82a) estuvieron por encima del control (0,56a).

Biomasa total humeda (gr)
1.2

Biomasa total humeda (gr)

M Control M 100mg M 500mg

Fig.4. Biomasa total humeda (gr) de los tratamientos expuestos a Cd en B. decumbens.

Hubo incremento en la biomasa humeda del pasto a partir de la concentracion de
100mg y a la vez se redujo al aumentar la concentracién a 500mg de Cd (Tabla 5).
Hubo un incremento del doble en el tratamiento de 100mg de Cd con respecto al

control sin inoculacién bacteriana (Tabla 6).

Tabla 6. Tasa de germinacién (%) del pasto en ensayc

Réplicas Control Tratamiento 100mg
R1 5,00 3,00
R2 4,00 10,50
R3 3,00 6,00
R4 2,00 8,50
R5 7,00 12,50
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Promedio | 4,22 | 8,12 | 5,32

*\isualizacién de las medias de los subconjuntos homogéneos hallados a partir de los
valores de la tasa de germinacién de semillas de B. decumbens a 15 dias.

Para los resultados de la tasa de germinacién mostrados en la Tabla 6. se puede
observar que no hubo diferencias significativas en ninguno de los tratamientos con
respecto al control (sin inocular), segun la Prueba de Tukey < 0,05. Sin embargo,
la tasa de germinacion del tratamiento con 100mg fue la mas alta con (8,1a) y el
tratamiento con 500mg (5,3a) estuvieron por encima del control (4,2a).

£ e
TR
: i

-

D%
* Fa.ls

Fig.5. Bioensayo de Brachiéria debumbens en 3 tratamientos, contrdl sin inoculacion y
con aplicacién de Bacillus subtilis sobre dosis de 100mg y 500mg de Cd.

Tasa de germinacion (%)

Tasa de germinacion (%)

M Control W 100mg W500mg

Fig.6. Tasa de germinacion (%) de los tratamientos expuestos a C
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Fig. 7. Tratamiento con inoculacion bacteriana (Bacillus subtilis) en B. decumbens
expuesto a 500mg de Cd.
Los resultados anteriores demuestran que la adsorcion de concentraciones de 100

— 500mg de Cd incrementan el crecimiento vegetal del pasto y al ser aplicados
junto a la rizobacteria mejora la tolerancia al estrés, permitiendo la asimilacion del
Cd en los tejidos que podrian facilitar el desarrollo de mecanismos como la

fitoextraccion y fitoacumulacion de metales pesados.

Bioensayo con la PGPR Bacillus subtilis y Pb sobre Brachiaria decumbens.

. |

T RSN i 7 o S 19N

Fig.8. Bioensayo en tratamientos de Brachiaria décumbens en 3 tratamientos, control sin
inoculacion y con aplicacion de Bacillus subtilis sobre dosis de 100mg y 500mg de Pb.

yd
i

En los resultados pertenecientes a la longitud del tallo de B.
a Pb en la Tabla 7. se observé un valor promedio de (4,4a
500mg, el cual no present6é diferencias significativas de
respecto al control sin inoculacion (6,44ab), segun la Prueb:
otro lado, el tratamiento con 100mg fue el mas alto con un

seguidamente aparece el control con un valor promedio de ('
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Réplicas
R1
R2
R3
R4
R5
Promedio

*Visualizacion de las medias de los subconjuntos homogéneos hallados a partir de los
valores de la longitud del tallo maximo de B. decumbens a 15 dias.

o o~ Do W

Ln

O k= N W

Control
6,90
5,10
7,10
4,70
8,40

6,44ab

Tratamiento 100mg
7,40
10,20
6,70
5,40
10,10
7,96b

Longitud del tallo (cm)

Longitud del tallo (cm)

M Control [M100mg M 500mg

Tabla 7. Longitud del tallo del pasto en ensayo con Plomo (Pb)

Tratamiento 500mg
1,30
5,90
3,40
6,40
5,00
4,42

Fig.9. Longitud del tallo (cm) de los tratamientos expuestos a Pb en B. decumbens.

Réplicas
R1
R2
R3
R4
R5
Promedio

*Visualizacion de las medias de los subconjuntos homogéneos
valores de la longitud de la raiz maxima de B. decumbes a 15 dias

Control
6,10
4,70
5,00
4,50
4,00

4,86ab

Tratamiento 100mg
3,10
6,80
10,10
10,20
6,20
7,28b

Tabla 8. Longitud de la raiz del pasto en ensayo con Plomo (Pb)
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Los valores pertenecientes a la longitud de la raiz del pasto expuesto a Pb (Tabla
8) presentaron diferencias significativas dentro del tratamiento aplicado con una
dosis de 100mg con valor promedio de (7,28b), seguido se ubica el control con un
promedio de (4,86ab) y posteriormente el tratamiento aplicado con una dosis de
500mg.

Longitud de raiz (cm)

o o~ Do W

[ %]

O = NOWw D

Longitud de raiz (%)

M Control [M100mg M 500mg

Fig.10. Longitud de la raiz (cm) de los tratamientos expuestos a Pb en B. decumbens.

Fig.11. Tratamiento con inoculaciéon bacteriana (Bacillus sub
expuesto a 100mg de Pb.

Tabla 9. Biomasa total humeda del pasto en ensayo
Réplicas | Control | Tratamiento 100mg \
R1 | 0,20 | 0,70 |
R2 | 0,20 | 0,80 |
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R3

R4

R5
Promedio

1,40
0,50
0,50

0,56a

| 1,70
| 0,50
| 0,80
| 0,92

| 0,50
| 0,60
| 0,40
| 0,462

*Visualizacion de las medias de los subconjuntos homogéneos hallados a partir de los

valores de la biomasa total himeda de B. decumbes a 15 dias.

Para los resultados hallados de la biomasa total humeda del pasto expuesto a Pb
en la Tabla 9., el cual no presentd diferencias significativas en ninguno de los
tratamientos con respecto al control, segun la Prueba de Tukey < 0,05. Por otro
lado, el tratamiento con 100mg fue el mas alto con un promedio de (0,9a),
seguidamente aparece el control con un valor promedio de (0,56a) y finalmente
aparece el tratamiento con 500mg con un valor promedio de (0,46a)

Biomasa total humeda (gr)

Biomasa total humeda (%)

M Control M 100mg M 500mg

Fig.12. Biomasa total humeda (gr) de los tratamientos expuestos a Pb en B. decumbens.

Réplicas
R1
R2
R3
R4
R5
Promedio

Control
3,00
3,00
6,00
3,00
3,00
7,22

Tratamiento con 100mg
5,00
6,00
8,50
4,50
6,50
12,2b

Tabla 10. Tasa de germinacion (%) del pasto en ensayo con Plomo (Pb)

Tratamiento con 500mg
1,00

*Visualizacion de las medias de los subconjuntos homogéneos
valores de la tasa de germinacién de semillas de B. decumbens a

Para los resultados hallados de la tasa de germinacion del p

la Tabla 8., el tratamiento con 100mg fue el mas alto con u
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posteriormente se observa que el tratamiento con 500mg con un valor promedio

de (5,2a), no presentd diferencias significativas segun la Prueba de Tukey < 0,05.

Tasa de germinacion (%)
14

12 I

10

lasa de germinacion (%)

M Control M 100mg M 500mg

Fig.13. Tasa de germinacion (%) de los tratamientos expuestos a Pb en B. decumbes.
Para el caso de los resultados de la biomasa total humeda Tabla 5. se pudo
observar que ninguno de los tratamientos presentd diferencias significativas con
respecto al control (sin inocular), segun la Prueba de Tukey < 0,05. Sin embargo,
los valores promedio del tratamiento con 100mg (1,06a) y el tratamiento con
500mg (0, 82a) estuvieron por encima del control (0, 56a).

A partir de los resultados se puede inferir que la contaminacion por Plomo (Pb),
caus6 una reduccion significativa en la longitud del tallo (Tabla 7), longitud de
raices (Tabla 8), biomasa humeda (Tabla 9) y en la tasa germinativa del pasto
(Tabla 10) a partir de la dosis de 500mg, demostrando la alta toxicidad del Plomo

sobre el pasto Brachiaria decumbens a altas concentraciones.

Con base a los valores determinados en los 2 bioensayos
Pb, podemos afirmar que la biomasa total hUumeda increme
bacteriana a 100mg en conjunto con el metal pesadc
incremento en los tratamientos aplicados con Cd, esto pue

asimilacion del Cd dentro de los tejidos vegetales de Brachie

DISCUSIONES
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En este estudio se pudo evaluar la eficacia de la bacteria Bacillus subtilis como
rizobacteria promotora de crecimiento vegetal (PGPR) sobre el crecimiento de
Brachiaria decumbes en suelos contaminados con Cd y Pb.

Los resultados de este estudio demostraron que la inoculacion de B. subtilis
promovié significativamente el crecimiento de B. decumbes en suelos
contaminados con los metales pesados Cd y Pb. En comparacion con las plantas
control, las plantas tratadas con B. subtilis mostraron un aumento en la altura de
las plantas, la biomasa humeda y la germinacién de semillas.

Estos resultados estan respaldados por otros estudios que han demostrado que la
inoculacion de bacterias PGPR pueden mejorar la tolerancia de las plantas a los
metales pesados y reducir su acumulacion en los tejidos de las plantas (Khan, A.,
Gupta, A, Singh, P,, Mishra, A. K., Ranjan, R. K., & Srivastava, A., 2020). Ademas,
se ha informado que la interaccién de las bacterias PGPR con las raices de las
plantas también puede mejorar la absorcion de nutrientes y mejorar la resistencia
a enfermedades (Bhattacharyya, P. & Jha, D. K., 2012).

Segun Akhtar, M. J., Ullah, S., Ahmad, I., Rauf, A., Nadeem, S. M., Khan, M. Y.,
Hussain, S., & Bulgariu, L. (2018), la inoculacion de la rizobacteria Bacillus posee
la capacidad para ayudar a la planta a aliviar el estrés por metales pesados a
través de la produccién de IAA (acido indolacético) que indirectamente promueve
elongacion de la raiz, lo cual favorece la adsorcion de minerales y, por ende, la
biomasa total de la planta.

Sin embargo, la respuesta fisioldgica de la planta frente a la exposicion del
xenobidtico no solamente es tolerar la concentracion de los contaminantes, sino
que en el caso de una especie de pastura como Brachiaria decumbens le permite
asimilar con suma facilidad sustancias y/o metales pesad~~ ~~= "= ~~~oninma
llamado fitoextraccién, de igual forma al ser asimilados y a

los tejidos vegetales (fitoacumulacion), estos pueden llege

por los compuestos enzimaticos de las plantas y sus micre

por el mecanismo de fitovolatilizaciéon

Aunque el Cd es un elemento esencial para el crecimiel

exceso en el suelo puede llegar a inhibir el crecimiento d
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investigacion, se estudio la efectividad de una rizobacteria sobre la presencia de
Cd y Pb en pasto mientras se usaba una cepa de PGPR en suelos con niveles
variables de Cd y Pb. Los resultados revelaron que la contaminacién por Pb y Cd

a niveles altos de 500mg redujo significativamente el crecimiento del pasto.

5. CONCLUSIONES

Los resultados muestran efectos supresores del Pb en el crecimiento del pasto en
concentraciones superiores a 100mg, sin embargo, en el tratamiento de
100mg la inoculacion bacteriana indujo la germinacion de las semillas y la
longitud de las raices, lo que podria ayudar a la planta a tolerar el estrés
mediado por el Pb.

La inoculacién de B. subtilis como PGPR puede ser una estrategia efectiva para
promover el crecimiento B. decumbes y la desintoxicacion de suelos
contaminados con metales pesados como el Cd y Pb. Estos resultados
tienen implicaciones importantes para la restauracion de suelos
contaminados y la produccion agricola sostenible.

Este estudio nos permite proporcionar informacion valiosa sobre el uso potencial
de Bacillus subtilis como una herramienta efectiva para la desintoxicacion
de suelos contaminados y la mejora del crecimiento del pasto Brachiaria

decumbes en ambientes degradados por metales pesados.

6. RECOMENDACIONES

e Aplicar ensayos con mayor numero de tratamientos donde usen minimo 5
niveles de concentracion de los metales pesados adicionados para
determinar la adaptacion en tiempo vs la concentracion.

e Evaluar parametros fisicoquimicos del suelo (ClI
humedad, textura, pH, actividad microbiana).

e Ampliar el numero de variables a evaluar para deten
la promocion del crecimiento vegetal mediado por |
rizo bacteria.

e Identificar los mecanismos de accién empleados ¢

estudiado para hallar la correlacion costo — benefic
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posibilidad de este método como una opcion para restaurar suelos
contaminados por metales pesados.
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8. ANEXOS

e Analisis estadistico del Bioensayo con la PGPR Bacillus subtilis y Cd sobre

Brachiaria decumbens.

ANOVA

Suma de Me

cuadrados gl cuad
Longitud del Entre grupos 18,885 2
tallo Dentro de grupos 19,372 12
Total 38,257 14
Longitud de la  Entre grupos 10,681 2
raiz Dentro de grupos 45,088 12

Total 55,769 14
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Biomasa total Entre grupos ,625 2 313 1,494 ,263
humeda Dentro de grupos 2,512 12 ,209
Total 3,137 14
Semillas Entre grupos 161,733 2 80,867 2,614 114
Dentro de grupos 371,200 12 30,933
Total 532,933 14
Tasa de Entre grupos 40,433 2 20,217 2,614 114
germinacion Dentro de grupos 92,800 12 7,733
Total 133,233 14
Longitud del tallo (cm)
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamientos N 1 2
HSD Tukey? 1,00 5 5,1600
3,00 5 7,5200
2,00 5 7,5600
Sig. 1,000 ,999
Duncan? 1,00 5 5,1600
3,00 5 7,5200
2,00 5 7,5600
Sig. 1,000 ,961

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamario de la muestra de la media arménica = 5,000.

Tratamientos

Longitud de la raiz (cm)

Subconjunto
para alfa = 0.05
1

HSD Tukey?

Duncan®

1,00
3,00
2,00
Sig.
1,00
3,00
2,00
Sig.

a

[6200)]

5,7000
5,7200
7,5000

,340

5,7000
5,7200
7,5000

187

Se visualizan las medias para los grupos en los subconju

homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media armodnica =

5,000.

Tratamientos

Biomasa total humeda (gr)

Subcon
para alfa
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| 1
HSD Tukey? 1,00 5 ,5600
3,00 5 ,8200
2,00 5 1,0600
Sig. ,235
Duncan® 1,00 5 ,5600
3,00 5 ,8200
2,00 5 1,0600
Sig. 125
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica =
5,000.

Tasa de germinacion (%)
Subconjunto
para alfa = 0.05

Tratamientos N 1

HSD Tukey? 1,00 5 4,2000
3,00 5 5,3000
2,00 5 8,1000
Sig. ,108

Duncan? 1,00 5 4,2000
3,00 5 5,3000
2,00 5 8,1000
Sig. ,056

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Utiliza el tamario de la muestra de la media arménica =

5,000.

e Analisis estadistico del Bioensayo con la PGPR Bacillus subtilis y Pb sobre
Brachiaria decumbens.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados al cuad|
Longitud del Entre grupos 31,909 2
tallo Dentro de grupos 44,584 12
Total 76,493 14
Longitud de la  Entre grupos 46,057 2
raiz Dentro de grupos 40,640 12
Total 86,697 14
Biomasa total Entre grupos ,532 2
humeda Dentro de grupos 2,044 12

Total 2,576 14
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Tasa de Entre grupos
germinacion Dentro de grupos
Total

32,500
22,600

55,100

2 16,250 8,628 ,005
12 1,883
14

Longitud del tallo (cm)

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamientos 1 2
HSD Tukey? 3,00 5 4,4000
1,00 5 6,4400 6,4400
2,00 5 7,9600
Sig. ,255 ,450
Duncan? 3,00 5 4,4000
1,00 5 6,4400 6,4400
2,00 5 7,9600
Sig. ,120 ,236

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamano de la muestra de la media arménica = 5,000.

Longitud de la raiz (cm)

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamientos 1 2
HSD Tukey? 3,00 5 3,0000
1,00 5 4,8600 4,8600
2,00 5 7,2800
Sig. ,284 ,136
Duncan? 3,00 5 3,0000
1,00 5 4,8600 4,8600
2,00 5 7,2800
Sig. ,136 ,060

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamano de la muestra de la media arménica = 5,000.

Biomasa total humeda (gr)

Tratamientos

Subcon
para alfa
1

HSD Tukey?

Duncan?

3,00
1,00
2,00
Sig.
3,00
1,00
2,00

(¢)]

(&,



|/‘h Universidad
¢ Popular del Cesar

Sig. ,134
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Utiliza el tamario de la muestra de la media arménica =
5,000.

Tasa de germinacion (%)
Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamientos N 1 2
HSD Tukey? 3,00 5 2,6000
1,00 5 3,6000
2,00 5 6,1000
Sig. ,502 1,000
Duncan® 3,00 5 2,6000
1,00 5 3,6000
2,00 5 6,1000
Sig. 272 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 5,000.



