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RESUMEN

El uso excesivo de fertilizantes quimicos para incrementar la productividad
agricola ha causado dafio en el ecosistema y ha conllevado a la pérdida de este
recurso renovable en algunos suelos. Los microorganismos que habitan en el
suelo parecen ser una solucidon prometedora mediante la produccion de
metabolitos que ayudan directa o indirectamente al crecimiento de las plantas y
a la estabilidad del suelo agricola. En el presente trabajo se evalué la capacidad
promotora de crecimiento vegetal de veinte cepas de levaduras ambientales
provenientes de distintas partes del Peru. Se evaluaron la produccion de
amoniaco, capacidad solubilizadora de fosfato dicalcico, fosfato tricalcico, y
6xido de zinc. Las veinte cepas de levaduras fueron capaces de producir
amoniaco y solo las cepas 2LJJ6, 2RHP4 y 1.1 tuvieron la capacidad de
solubilizar 6xido de zinc. Dieciocho cepas fueron capaces de solubilizar fosfato
dicélcico destacandose las cepas 1LYP2 e IM con un IS de 2.19, mientras que
solo nueve cepas solubilizaron fosfato tricalcico sobresaliendo la cepa 2RHP4
con un IS de 1.14. Los resultados de las actividades evaluadas, nos permiten
concluir que las levaduras producen metabolitos promotores de crecimiento
vegetal y puedan ser utilizadas en el futuro, como fertilizantes biolégicos en la

agricultura organica y regenerativa.

Palabras claves: levaduras, promotores de crecimiento vegetal, amoniaco, 6xido

de zinc, fosfato dicalcico



ABSTRACT

The excessive use of chemical fertilizers to increase agricultural productivity has
caused damage to the ecosystem and has led to the loss of this renewable
resource in some soils. Soil-dwelling microorganisms appear to be a promising
solution through the production of metabolites that directly or indirectly aid plant
growth and agricultural soil stability. In the present work, the plant growth
promoting capacity of twenty strains of environmental yeasts from different parts
of Peru was evaluated. The production of ammonia and the solubilizing capacity
of tricalcium phosphate, dicalcium phosphate and zinc oxide were evaluated. All
twenty yeast strains were capable of producing ammonia and only strains 2LJJ6,
2RHP4 and 1.1 had the ability to solubilize zinc oxide. Eighteen strains were able
to solubilize dicalcium phosphate, with the 1LYP2 and IM strains standing out
with an IS of 2.19, while only nine strains solubilizing tricalcium phosphate, with
the 2RHP4 strain standing out with an IS of 1.14. The results of the evaluated
activities allow us to conclude that yeasts produce plant growth promoting
metabolites and can be used in the future as biological fertilizers in organic and

regenerative agriculture.

Keywords: yeast, plant growth promoters, ammonia, zinc oxide, dicalcium

phosphate



1. INTRODUCCION

En la actualidad, el requerimiento de alimentos nutritivos es el principal desafio
para los paises; y los problemas como la tasa acelerada del crecimiento de la
poblacion y escases de alimentos, el aumento de la urbanizacion e
industrializacién conlleva a la pérdida de tierras dedicadas a la agricultura
(Mishra, Singh y Arora 2017). Segun Vinceti et al. (2013), 1.5 billones de
hectareas, que viene a ser el 12% del area de las tierras del planeta, son
utilizadas para desarrollar actividades agricolas; mientras el 38% de estas areas
de tierra han sido degradadas por las inadecuadas practicas de manejo de
suelos agricolas, principalmente por el uso de pesticidas y fertilizantes quimicos.
Ademas, las pérdidas de las cosechas a nivel global son causadas por
fitopatégenos (hongos, bacterias, artropodos), también por malezas vy, a factores
ambientales adversos. Segun Fletcher et al. (2006) los diferentes problemas que
enfrentan las plantas ocasionan un 42% de pérdida pre-cosecha y un 10%
adicional post-cosecha. Simultaneamente, la produccién agricola ha venido en
aumento en las Ultimas décadas, dependiendo mucho mas de los agroquimicos,
como un método confiable (Compant et al. 2005), y esto ha generado una fuerte
demanda de fertilizantes sintéticos que generan problemas ambientales como la
eutrofizaciéon de aguas (Yang et al. 2008). Aunque el objetivo principal fue
aumentar la productividad, sin hacer dafo al agro ecosistema; las actuales
medidas que se han tomado no han sido suficientes, dejando impactos negativos
en suelos agricolas (Mishra, Singh y Arora 2017). El uso excesivo de fertilizantes
quimicos, los cultivos profundos e intensivos con irrigaciones superficiales, y
pesticidas quimicos, son ejemplos de malos manejos de practicas agricolas, que
llevan al deterioro y desbalance de las propiedades fisicoquimicas del suelo,
generando deterioro y pérdida de su biodiversidad (Diacono et al. 2012; Aktar,
Sengupta y Chowdhury 2009; Hole et al. 2005). A nivel global, los investigadores
estdn tratando de encontrar nuevas alternativas que permitan mejorar las
practicas agricolas y, por ende, contribuir al medio ambiente. McNear (2013) ha
probado que la biologia de la rizosfera puede ser aprovechada segun las
interacciones entre la microbiota y las raices de las plantas para mejorar la
productividad y la sostenibilidad de los suelos agricolas; los microorganismos

promotores de crecimiento de plantas (Plant Growth-Promoting Microorganisms:



PGPM, por sus siglas en inglés) pueden ser empleados como biofertilizantes y
como agentes de control biolégico (Maheshwari et al. 2012; Mishra et al. 2015).
Los roles multifuncionales de las actividades, mas su capacidad como PGPM,
han mostrado excelentes resultados en la biorremediacion de diferentes
contaminantes generados por las actividades humanas. Los PGPM tienen
diversas actividades como la solubilizacion de compuestos inorganicos (fosforo,
potasio), degradacion y mineralizacién de compuestos organicos, produccién de
fitohormonas, quelantes de metales y sintesis de sustancias antagonistas como
antibiéticos, que contribuyen de manera directa o indirecta en el crecimiento y
mejora de la planta (Kapulnik y Okon 2002); ademas, de proporcionar una
relacién benéfica entre la diversidad microbiana, el suelo y la planta,
involucrandose positivamente en la sostenibilidad, regeneracion y equilibrio en
los ecosistemas del suelo (Mishra, Singh y Arora 2017). Los impactos positivos
que han generado los microorganismos durante los ultimos afios son diversos y
el rol de los PGPM son importantes en la agricultura. Estos PGPM involucran
bacterias, mohos y levaduras. Existen pocas referencias de levaduras
empleadas en los cultivos agricolas; estos microorganismos tienen un potencial en
la agricultura organica contribuyendo y mejorando en la produccién y
sostenibilidad ambiental (Higa 2013) . Por lo cual, es importante estudiarlas con
la finalidad de conocer el rol que cumplen en las plantas como promotoras de
crecimiento vegetal; las levaduras aisladas de diversas zonas del Perl poseen

caracteristicas beneficiosas en la agricultura sostenible y regenerativa.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general
Evaluar la produccion de metabolitos promotores de crecimiento vegetal en

cepas de levaduras nativas, aisladas de diversas zonas del Peru.

1.1.2 Objetivos especificos

e Reactivar y seleccionar levaduras nativas de diversas zonas de Peru.
e Determinar la capacidad de solubilizacion de zinc en las levaduras

nativas.



e Determinar la capacidad de solubilizacién de fosfatos en las levaduras
nativas.
e Evaluar la capacidad de produccién de amoniaco en las levaduras

nativas.

1.2 Hipotesis
1.2.1 Hipétesis

Ha: Las cepas de levaduras ambientales nativas de Peru, producen metabolitos
promotores de crecimiento en vegetales.
Ho: Las cepas de levaduras ambientales nativas de Perd, no producen

metabolitos promotores de crecimiento en vegetales.

1.2.2 Variables

Independientes: cepas de levaduras ambientales nativas de Peru.

Dependientes: produccion de metabolitos promotores de crecimiento vegetal,

produccion de amoniaco, solubilizacién de fosfatos y zinc.



2. ESTADO DE CONOCIMIENTO

Los hongos son organismos que forman parte de la biomasa microbiana y
biodiversidad del suelo, su morfologia puede variar desde formas macroscépicas
a filamentosas, e incluso a formas unicelulares (Ekelund, Renn y Christensen
2001; Domsch, Gams y Anderson 1980). Las formas unicelulares de los hongos
reciben el nombre de levaduras y su reproduccién es de tipo asexual: por
gemacion o fisién binaria; ademas de pertenecer a un grupo polifilético, las
levaduras son ubicuas y se pueden encontrar en varias localizaciones
geograficas y bajo condiciones climaticas diversas (Carmo Sousa 1969). La
amplia variedad de levaduras en la rizésfera de plantas ha sido reportado por
Spencer et al. (1997) que logro aislar diferentes géneros de levaduras del suelo
que incluyen a Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hansenula, Pichia,

Aureobasidium, Torulaspora, entre otros.

El grupo microbiano mas ampliamente estudiado del suelo son las PGPR que
pueden favorecer el crecimiento de la planta de forma directa o indirecta,
mediante la produccién de metabolitos como sideréforos y antibidticos (Buysens et
al. 1996; Folman et al. 2004) con efectos indirectos que promueven el
crecimiento de la planta disminuyendo las actividades de los microorganismos
fitopatogenos o también mediante efectos directos como son la fijacion de
nitrégeno, produccién de fitohormonas (auxinas, giberelinas y citoquininas) y
solubilizacion de minerales (Cocking 2003; Bottini, Cassan y Piccoli 2004). Una
vasta diversidad de PGPR existen en el suelo: Pseudomonas, Rhizobium,
Azospirillum, Bacillus, Azotobacter, Klebsiella, Alcaligenes, Burkholderia, entre
otros; todos ellos han sido reportados por sus caracteristicas beneficiosas en el
crecimiento de vegetales (Beneduzi, Ambrosini y Passaglia 2012; Ahemad y
Kibret 2014). Por ejemplo: Pseudomonas, Bacillus y Rhizobium son
microorganismos capaces de solubilizar fosfatos (Rodriguez y Fraga 1999);
diferentes miembros del género Bacillus se emplean en la produccion de
pesticidas, fungicidas y fertilizantes (Sivasakthi, Usharani y Saranraj 2014); asi,
mismo, el género Pseudomonas, son conocidos por su actividades, como
promotoras de crecimiento vegetal (Tewari y Arora 2015). Otros
microorganismos que también se encuentran en el suelo son los actinomicetos

productores de fitohormonas (Solans et al. 2011), también producen enzimas



degradadoras de la pared fuangica (Anitha y Rabeeth 2010) y produccion de
antibiéticos (de Lima Procopio et al. 2012), estas actividades de los

actinomicetos, promueven y benefician el crecimiento de las plantas.

Las levaduras también han demostrado ser buenos promotores de crecimiento
vegetal como en un estudio realizado por Fu et al. (2016), donde se logroé aislar
diferentes especies de levaduras de la fildsfera y rizosfera de la planta Drosera
spatulata, mostraron tener caracteristicas como promotoras de crecimiento
vegetal; las cepas fueron capaces de producir acido indol acético, sideréforos,
amoniaco, ACC desaminasa, enzimas liticas de la pared celular de hongos y
poliaminas, ademas de solubilizar fosfatos y zinc. En otros estudios, Nutaratat
et al. (2014) logré aislar una cepa Torulospora globosa DMKURP31 que fue
capaz de solubilizar zinc; Gori et al. (2007) reporté a Debaryomyces hansenii y
otras levaduras asociadas a la produccion de queso como productora de
amoniaco; Amprayn et al. (2012) demostré que Candida tropicalis pudo
solubilizar fosfato tricalcico, producir acido indolacético, ACC desaminasa,

fitasas y poliaminas.

Por lo mencionado anteriormente, las levaduras parecen cumplir un rol vital en
la rizosfera e influir directa o indirectamente en el crecimiento de las plantas. Por
lo cual, es importante estudiar y conocer sus caracteristicas como promotoras

de crecimiento vegetal, y su rol en la agricultura sostenible y regenerativa.



3. METODO
3.1 Material bioldgico

Se emplearon dos grupos de levaduras: 15 cepas de levaduras nativas de lagunas
contaminadas de relaves mineros altoandinos de Junin y Pasco y 5 cepas de
suelos de cultivo de cacao (Theobroma cacao) de la provincia de Satipo,Junin.
Ambos grupos pertenecen al cepario del Laboratorio de Microbiologia Ambiental y
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional

Mayor de San Marcos.

3.2 Metodologia
3.2.1 Reactivacion de las levaduras nativas de Peru

Las 20 cepas de levaduras se reactivaron en 20 tubos de 16x150 mm con 5 mL
de caldo Yeast Peptone Glucose (YPG, por sus siglas en inglés) en cada tubo,
durante 72 horas a una temperatura de 28 °C y en agitacion a 100 rpm. Luego,

se realiz6 la tincion Gram para verificar la pureza de las cepas.

3.2.2 Evaluacion de la capacidad de producciéon de amoniaco

Se tomo6 1 mL del cultivo en caldo YPG de las cepas de levaduras y se ajusté a
una DO de 0.10 a 600 nm. 100 uL de cada cepa de levadura fueron transferidos
a tubos de 16x150 mm con 5 mL de agua peptonada, incubados en agitaciéon
100 rpm, temperatura de 28°C, durante 5 dias. La produccién de amoniaco fue
detectada usando el reactivo de Nessler. El desarrollo de un color amarillo a
marrédn fue indicativo de un resultado positivo para la produccion de amoniaco

(Cappuccino y Welsh 2017).

3.2.3 Determinacion de la capacidad de solubilizacion de fosfatos

Los cultivos de levaduras de 24 horas creciendo en caldo YPG se ajustaron a
una DO de 0.10 a 600 nm. 10 uL fueron inoculados a placas con 2 tipos de agar
Pikovskaya: uno contenia fosfato dicalcico y el otro, fosfato tricalcico. Las placas
fueron incubadas a 28 °C durante 7 dias. La solubilizacién de fosfatos se observo
como una zona clara alrededor de la colonia. La capacidad de solubilizacién de
fosfato se analizé determinando el indice de solubilizacién (IS) de cada cepa,

esta se midi6 segun la siguiente férmula (Kumar y Narula 1999):



Diametro (colonia+zona de halo)

IS =

Diametro de la colonia

3.2.4 Determinacion de la capacidad de solubilizacion de zinc

Se tomaron los cultivos de levaduras en caldo YPG y se inocularon en placas de
agar ZO segun la metodologia de Farokh et al. (2011) con algunas
modificaciones. Las placas fueron incubadas a 28°C durante 7 dias y la
observacién de una zona clara alrededor de las colonias fue indicativo de la
solubilizacion de zinc. El indice de solubilizacién (IS) de cada cepa se midioé

segun la siguiente férmula (Kumar y Narula 1999):

Diametro (colonia+zona de halo)

IS =

Diametro de la colonia

3.3 Analisis estadistico

Las pruebas se realizaron por triplicado y el andlisis estadistico se realizé en el
programa GraphPad prism version 7 para hallar el promedio y la desviacion
estandar (SD).



4. RESULTADOS
4.1 Reactivacion de las levaduras nativas de Peru

Se reactivaron 20 cepas de levaduras: 15 cepas procedentes de lagunas
altoandinas contaminadas con relaves mineros y 5 cepas procedentes de tierra
de cultivo de cacao de la provincia Satipo, Junin. Segun la tincién Gram, todas
las cepas estaban puras, forma ovalada con un tamano variable, entre células
pequenas y grandes. En la tabla 1 se pueden observar algunas cepas de
levaduras empleadas en el presente estudio tanto en su morfologia

macroscopica como microscopica.

Tabla 1. Caracteristicas morfolégicas de algunas cepas de levaduras empleadas en el
presente estudio.

Especie Cepa Morfologia de las Coloracion Gram

colonias

Meyerozyma 3RS)1
guilliermondii
Meyerozyma 2LHJ2
guilliermondii

Yarrowia IM

lipolytica




Rhodotorula 2RHPS

mucilaginosa

1LYP2
Cystobasidium
sp
AMJ3
Yarrowia
lipolytica
Yarrowia
lipolytica 2LlJ6

Segun la morfologia de las colonias de levadura empleadas en el presente
estudio, la pigmentacién varié entre crema y rosacea como se observa en la cepa
IM y 3RSJJ1, respectivamente; siendo la primera con borde ondulado y
superficie rugosa y la segunda con borde entero y superficie lisa. Ademas, la
mayoria de las cepas de levaduras presentaron aspecto seco y solo algunas
mostraron un aspecto hiumedo. En la tabla 2 se describen con mayor detalle, las
caracteristicas macroscépicas de las levaduras empleadas en el presente
estudio.



Tabla 2. Caracteristicas macroscopicas de los cultivos de levaduras, en agar YPG empleadas en el presente estudio.

2LHJ2 Blanca Elevada Entero Circular Lisa Humeda Brillante Opaca Blanda
2LJJ6 Crema Elevada Ondulado Irregular Rugosa Seca Mate Opaca Blanda
2RHP5 Crema Elevada Ondulado Irregular Rugosa Seca Mate Opaca Blanda
E5 Blanca Elevada Ondulado Irregular Rugosa Seca Mate Opaca Blanda
M Crema Elevada Ondulado Irregular Rugosa Seca Mate Opaca Blanda
9JSAL1 Blanca Elevada Ondulado Irregular Rugosa Seco Brillante Opaca Blanda
3RSJJ1 Blanca Elevada Ondulado Irregular Rugosa Seco Brillante Opaca Blanda
2LCL4 Rosa Elevada Entero Circular Lisa Humedo Brillante Opaca Mucosa
2LCL3 Rosa Elevada Entero Circular Lisa Humedo Brillante Opaca Mucosa
1LYP2 Rosa Elevada Entero Circular Lisa Humedo Brillante Opaca Mucosa
SC Blanca Elevada Ondulado Irregular Rugosa Seca Mate Opaca Blanda
2RHP4 Crema Elevada Ondulado Irregular Rugosa Seca Mate Opaca Blanda
AMJ3 Crema Elevada Ondulado Irregular Rugosa Seca Mate Opaca Blanda
TLJ8 Blanca Elevada Entero Irregular Rugosa Seca Mate Opaca Blanda
TLJ7 Crema Elevada Entero Circular Lisa Seca Mate Opaca Blanda
TLJ9 Crema Elevada Entero Circular Lisa Seca Mate Opaca Blanda
TLJ4 Crema Elevada Entero Circular Lisa Seca Mate Opaca Blanda
TLJ11 Crema Elevada Entero Circular Lisa Seca Mate Opaca Blanda
2SNP2 Blanca Elevada Entero Circular Lisa Humeda Brillante Opaca Blanda
1.1 Blanca Elevada Entero Circular Lisa Humeda Brillante Opaca Blanda




4.2 Evaluacion de la capacidad de produccién de amoniaco

Todas las cepas de levaduras, evaluadas en el presente estudio, demostraron
su capacidad de producir amoniaco. La produccién fuerte o débil de amoniaco
se evidencio, por el cambio de color del medio a marrén naranja, cuando se
agreg6 el reactivo de Nessler (Figura 1). Las levaduras provenientes de lagunas
altoandinas, produjeron amoniaco con mayor intensidad, estas fueron las cerpas:
2RHP4, 2SNP2, 3RSJ11, E5, 2LCL4, AMJ3, 2LCLS3, IM y 9JSAL1. Por el otro
lado, de las 5 cepas de levaduras aisladas de tierra de cultivo de cacao, ninguna

mostré una produccion fuerte de amoniaco (tabla 3).

Figura 1. Visualizacion de la produccién de amoniaco de
las cepas de levaduras: pocillos 1A —10Ay 1C — 10C.
Control negativo: pocillo 2E



Tabla 3. Resultados de la solubilizacién de sales de fosfato, zinc y produccién de
amoniaco de las cepas de levaduras empleadas en el presente estudio

1LYP2 | 2.19(20.07) | 1.03(0.05) ND +
2LHJ2 | 1.45(z0.13) | 1.10(x0.01) NC T+
2LJJ6 | 2.04(x0.12) | 1.13(x0.06) | 2.93(x0.39) +

IM 2.19(x0.13) | 1.08(x0.07) ND r

2RHP4 | 1.75(z0.13) | 1.14(0.04) | 1.33(x0.11) i

3RSJ11 | 1.75(x0.06) ND NC r
AMJ3 | 1.78(20.19) ND ND T
2SNP2 | 2.17(x0.19) ND ND r
2LCL3 | 1.96(x0.07) ND NC Tt
2LCL4 | 1.91(x0.09) ND ND n
2RHP5 | 1.24(0.06) ND NC +

9JSAL1 | 1.76(z0.13) | 1.05(20.05) ND "

E5 1.87(x0.05) | 1.14(x0.07) ND n

1.1 1.74(x0.10) | 1.04(x0.04) | 1.3(x0.20) +

SC 1.72(20.02) ND NC n
TLJ4 ND ND NC T
TLJ7 | 1.73(0.15) | 1.06(%0.06) ND n
TLJ8 ND ND NC n
TLJ9 1.28(x0.05) ND NC +
TLJ11 | 1.66(x0.15) ND NC +

4.3 Determinacion de la capacidad de solubilizacion de fosfatos
4.3.1 Solubilizacion de fosfato dicalcico (FDC)

Todas las levaduras provenientes de lagunas contaminadas con relaves mineros
mostraron la capacidad de solubilizar fosfato dicalcico. Los IS de este grupo de
levaduras variaron desde el valor de 1.24 a 2.19 como se puede observar en la
tabla 3. Por el otro lado, solo 3 cepas de las 5 cepas de levaduras aisladas de
tierra de cultivo de cacao mostraron la capacidad de solubilizar fosfato dicélcico,
variando los valores de IS desde 1.28 a 1.73 (Tabla 3).



En la Figura 2 se puede observar los halos de solubilizacién que tuvieron cuatro
cepas de levaduras frente al FDC y en la Figura 3 se muestra el comportamiento
de todas las cepas de levaduras frente al FDC. Por ejemplo, las cepas 2RHP5 y
TLJ9 fueron las que menos solubilizaron FDC; mientras que las cepas IM y
1LYP2 obtuvieron los IS mas altos en FDC. Por otro lado, las cepas TLJ4 y TLJ8,
provenientes de suelo agricola, no fueron capaces de solubilizar FDC hasta el

séptimo dia de incubacién.

Figura 2. Halo de solubilizacion de las cepas de levaduras frente a
fosfato dicalcico.
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Figura 3. indice de solubilidad del fosfato dicalcico de las cepas
levaduriformes.



4.3.2 Solubilizacion de fosfato tricalcico (FTC)

La capacidad de solubilizar FTC por las levaduras empleadas en el presente
estudio fue diferente al que mostraron frente a FDC (Tabla 3). Los IS fueron
menores, el mas bajo del grupo de levaduras altoandinas fue de 1.03, mientras
que el mayor IS fue de 1.14. En el grupo de las levaduras de suelo agricola solo

una levadura fue capaz de solubilizar el FTC con un IS de 1.06.

Figura 4. Halo de solubilizacién de las cepas de levaduras frente a
fosfato tricalcico.

Los halos de solubilizacion del FTC se observaron, que solo nueve, de las veinte
levaduras estudiadas, fueron capaces de solubilizar el FTC. De las nueve cepas,
la 2RHP4 y E5 obtuvieron el IS mas alto; mientras que el IS mas bajo fue de la
cepa 1LYP2. La cepa TLJ7, aislada de suelos agricolas, fue la unica que
solubilizé el FTC (Figura 5).
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Figura 5. indice de solubilizacién de las levaduras frente a fosfato
tricalcico.



4.4 Determinacion de la capacidad de solubilizacion de zinc

El comportamiento de las cepas de levadura frente a 6xido de zinc fue totalmente
diferente al que mostraron con FDC y FTC. En la Figura 6 se puede observar los
halos de solubilizacién que presentaron, solo tres cepas, provenientes de zonas
altoandinas; en la Figura 7 se muestra el indice de solubilizacion de estas
levaduras que fueron capaces de solubilizar 6xido de zinc. Los IS que
presentaron las cepas 2LJJ6, 2RHP4 y 1.1 fueron de 2.93, 1.33 y 1.30,
respectivamente (Tabla3). Ademas, no todas las levaduras pudieron crecer en el
medio Agar ZO. No hubo crecimiento de las cepas 2LHJ2, 3RSJ11, 2LCL3,
2RHP5, SC, TLJ4, TLJ8, TLJ9 y TLJ11 durante el tiempo de incubacion. De las
cepas provenientes de suelo agricola, solo la cepa TLJ7 pudo crecer en el medio

de cultivo ZO, pero no fue capaz de solubilizar el 6xido de zinc.

Figura 6. Halo de solubilizacion de las cepas de levaduras frente al
oxido de zinc.
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Figura 7. indice de solubilizacién de las levaduras frente al 6xido de
zinc.



De las veinte cepas de levadura evaluadas en el presente estudio, se resaltan
las caracteristicas promotoras de crecimiento vegetal de tres cepas: 2LJJ6,
2RHP4 y 1.1. Estas tres levaduras fueron las Unicas capaces de solubilizar los
tres compuestos inorganicos ensayados en el presente trabajo: FDC, FTC y
oxido de zinc (Figura 8); sin embargo, solo la cepa 2RHP4 fue capaz de generar
una produccion fuerte de amoniaco (Tabla 3). Las tres cepas presentaron un
buen IS en las pruebas de FDC y 6xido de zinc, mientras que en la prueba de
FTC sus IS fueron discretos; destacando la cepa 2LJJ6 por poseer el IS mas alto
en ZOy FDC.

Em Fosfato dicalcico
B Fosfato tricalcico
Oxido de zinc

ey

indice de solubilizacién
i

2288222222
2

2LJJ6 2RHP4 1.1
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Figura 8. Comportamiento de las tres mejores cepas de levaduras
frente a FTC, FDC y 6xido de zinc.



5. DISCUSION

Las levaduras como microorganismos promotores de crecimiento vegetal han
sido poco estudiadas a nivel local y global, y de la literatura cientifica que se tiene
acerca de levaduras con caracteristica de PGPR, estdn relacionadas
principalmente a bacterias. Las levaduras, al ser microorganismos ubicuos,
pueden tener el potencial de promover el crecimiento vegetal sin estar
relacionados al habitat de una planta. Por lo cual, en el presente trabajo se
reactivaron 20 cepas de levaduras con la finalidad de estudiarlas como

promotoras de crecimiento vegetal.

El amoniaco o el ion amonio han sido encontrados como el compuesto que ayuda
a comunicar las células o colonias de levaduras y es considerada una
caracteristica PGP deseable, ademdas de jugar un rol importante en la
disponibilidad de nitrégeno (Marques et al. 2010). Palkova et al. (2003),
demostré que las levaduras que producian amoniaco modificaban el
comportamiento de las colonias que se encontraban a su alrededor. Esta senal
que intermedia la comunicacion entre levaduras consiste en propiciar un estado de
alerta en las colonias, causadas por factores de estrés promovidos por el
ambiente como la limitacion de nutrientes, aumento de temperatura, etc.; de esta
manera mejora la supervivencia de la colonia. En el ensayo de produccién de
amoniaco, todas las cepas de levadura evaluadas fueron capaces de producir
amoniaco, resaltando 8 cepas provenientes de lagunas contaminadas con
relaves mineros, mediante el cambio de color brusco del medio de color amarillo
opaco a haranja oscuro con el reactivo de Nessler. En otro trabajo, Kumla et al.
(2020) también demostré que 42 cepas de levaduras aisladas de plantaciones
de té de Assam podian producir amoniaco. Aunque no se podria asegurar que
las levaduras de forma general utilizan el amoniaco como sefal de
comunicacién, puesto que en un estudio hecho por Fu et al. (2016) se encontrd
que algunas especies de levaduras no producian este compuesto mediante el
mismo ensayo realizado en el presente trabajo, y en otro estudio por Fernandez-
San Millan et al. (2020), 39 de un total de 69 levaduras tenian la capacidad de
producir amoniaco. Cabe resaltar que la reaccion del amoniaco con el reactivo

de Nessler nos permite visualizar de manera cualitativa la presencia de este



compuesto, por tanto, seria de mayor relevancia realizar un ensayo cuantitativo

para poder diferenciar la produccion de amoniaco entre cada cepa de levadura.

El fésforo es un micronutriente esencial para el desarrollo de la planta y los
microorganismos juegan un papel importante en su disponibilidad para las
plantas. En el presente estudio, las levaduras se comportaron de una manera
diferente frente al FDC y FTC, observandose una mayor dificultad al momento
de solubilizar FTC. Un estudio realizado en Taiwan por Fu et al. (2016), reportd
que, en un aislamiento de 40 cepas de levaduras, 18 tuvieron la capacidad de
solubilizar FDC siendo el IS de 1.67 el mas alto presentado por la cepa
Rhodosporidium paludigenum JYC100. En el presente trabajo, catorce cepas
evaluadas presentaron un IS mas alto que el reportado por el trabajo anterior;
resaltando las cepas IMy 1LYP2 con un IS de 2.19 (Tabla 3). En el mismo
estudio hecho por Fu et al. (2016), solo dos cepas de levaduras fueron capaces
de solubilizar FTC, siendo el IS de 1.33, el mas alto. Kumla et al. (2020), logré
asilar 42 cepas de levaduras donde solo 6 cepas pudieron solubilizar FTC con el
IS de 1.56 como el mas alto. En otra investigacién, Fernandez-San Millan et al.
(2020) report6 que 33 cepas de levaduras fueron capaces de solubilizar FTC con
un IS de 2.56, mucho mas alto que los otros dos trabajos mencionados
anteriormente. Los IS obtenidos en el ensayo de solubilizacién de FTC en el
presente trabajo fueron muy bajos con respecto a los IS obtenidos en los
estudios que se han mencionado anteriormente. El mayor IS presentado en este
trabajo fue de 1.14 generado por las cepas 2RHP4 y E5, siendo 2.24 veces
menor que el IS presentado por Fernandez-San Millan. Ademas, menos de la
mitad de las cepas evaluadas en la presente investigacion pudieron solubilizar
FTC vy, por el contrario, casi todas las cepas (18 de 20) fueron capaces de
solubilizar FDC. En un estudio realizado por Bashan et al. (2013), se coloca al
fosfato dicalcico con mayor grado de solubilizacién respecto al fosfato tricalcico,
aparte de que el fosfato tricalcico es muy dificil de solubilizar no solo para las
levaduras, sino también para las bacterias y mohos. No obstante, Nautiyal (1999)
muestra que el método de halo de solubilizacién en placa no siempre es el
adecuado, porque hay microorganismos que solubilizan ciertos minerales en un
medio liquido pero no en uno sélido. Esto se puede deber a que el compuesto

que ayuda a solubilizar el mineral no posee una buena caracteristica de difusion



en un ambiente sélido (Johnston 1952). De esta manera, para una mejor
evaluacion de solubilizacién de fosfato se tendria que realizar en un medio
liquido donde, ademas, se podria cuantificar la cantidad exacta de fosfato

solubilizado.

El zinc, de igual manera que el fésforo, se necesita en pequefas cantidades para
desarrollar un buen metabolismo celular. Ademas, Fernandez-San Millan et al.
(2020), argumenta que su uso inadecuado reduce el rendimiento del cultivo y en
este mismo estudio, 69 levaduras que fueron aisladas, tuvieron la capacidad de
solubilizar éxido de zinc siendo el IS de 6.25 el mas alto producido por la cepa
Candida pimensis Cpi-27, y mas alto que los obtenidos en el presente trabajo
que fue un IS de 2.93, producido por la cepa 2LJJ6. Kumla et al. (2020) reportd
que 6 cepas de levaduras de 10 cepas evaluadas, fueron capaces de solubilizar
6xido de zinc con un IS de 2.13 como el mas alto; sin embargo, valor menor al
presentado por la cepa 2LJJ6 del presente trabajo que tuvo un IS de 2.93. En
otros trabajos también se pudieron evidenciar la solubilizacién de este
compuesto inorganico como en el de Khunnamwong et al. (2020) y Fu et al.
(2016) que reportaron la solubilizacién de 6xido de zinc de 7 y 12 levaduras con
un IS de 1.0 y 2.18, respectivamente. Por otro lado, once de las veinte cepas
evaluadas en la presente investigacion pudieron crecer en el medio con 6xido de
zinc, pudiéndose inferir que el 6xido de zinc podria estar causando cierta
toxicidad a las nueve levaduras restantes que no pudieron crecer. Kasemets et
al. (2009) demostrdé que a una concentracion de 250 mg/L de 6xido de zinc se
inhibe el 80% de crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae, y esta
concentracion representa la cuarta parte utilizada por el presente trabajo (1000
mg/L); ademas, no es el 6xido de zinc el que causa la toxicidad, sino es la
acumulacion del zinc solubilizado que va alterando la homeostasis del zinc
celular, provocando dafio mitocondrial y lisosomal, y muerte celular a la levadura
(Kasemets et al. 2009).

Como se ha podido observar, no todas las levaduras presentan la caracteristica
de solubilizar los mismos compuestos inorganicos y que Fu et al. (2016) y
Fernandez-San Millan et al. (2020) argumentan que la solubilizacion de fosfatosy
de 6xido de zinc no es una caracteristica comun entre levaduras y que se

necesita mayor investigacion para explorar este detalle. Sin embargo, se resalta



la accién de las cepas de levaduras estudiadas en el presente estudio por reunir
cualidades que le permitirian promover el crecimiento de las plantas directa o
indirectamente y, ser evaluadas posteriormente como biofertilizantes en

diferentes tipos de cultivos agricolas.



6. CONCLUSIONES

e Solo las cepas de levaduras 2LJJ6, 2RHP4 y 1.1 fueron capaces
de solubilizar 6xido de zinc, resaltando la cepa 2LJJ6 con un IS de
2.93.

e La mayoria de cepas evaluadas en el presente trabajo solubilizaron
el FDC, siendo las cepas IM y 1LYP2 de mayor actividad por su IS
de 2.19; mientras que solo nueve cepas fueron capaces de
solubilizar FTC destacando la cepa 2LJJ6 con un IS de 1.13.

e Las cepas de levaduras evaluadas en el presente trabajo fueron
capaces de producir amoniaco.

e Solo tres cepas de levaduras presentaron actividad en los 4
ensayos desarrolladas en el presentes trabajo, cepas 2LJJ6,
2RHP4 y 1.1.

e La solubilizacién de zinc y fosfatos no es una caracteristica general

de las levaduras.



7. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayos de MIC para el 6xido de zinc en
cada cepa de levadura trabajada en la presente investigacion.

Realizar pruebas adicionales de colorimetria para determinar mejor

la solubilizacién de fosfatos.

Realizar pruebas de HPLC para la deteccion de acidos organicos

involucrados en la solubilizacion de fosfatos.

Se recomienda cuantificar la produccién de amoniaco para una

mejor diferenciacion de la produccion entre las cepas de levadura.
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9. ANEXOS

Medios de cultivos

Agar YPG
Componentes Gramos/litro
Glucosa 30
Peptona 10
Extracto de levadura 5
Agar 18
Agua Peptonada
Componentes Gramos/litro
NaCl 10
Peptona 5

Medio Agar Pikovskaya

Componentes Gramos/litro
Glucosa 10
Extracto de levadura 0.5
Agar 18
(NH.); 504 0.5
KCI 0.2
NaCl 0.2
MgS04.7H0 0.1
Caz(P0y4); 3

Medio Agar ZO

Componentes Gramos/litro
Glucosa 10
Extracto de levadura 0.5
Agar 15
(NH,)2 504 0.5
KCI 0.2
Oxido de zinc 1
MgSO4. 7TH,0 0.1
MnS04. H,0 traza
FeS04.H,0 traza




Tablas

Tabla 4: Solubilizacion de FDC de las cepas de levaduras.

Cepa I1S1
2.222
1.500
1.888
IM 2.111

2RHP4 1.900
3RSJ11 1.714

2.000
2,475
2.000
2.000

2RHP5 1.300
9JAL1 1.800
1.800
1.1 1.629

SC 1.714
TLJ4 1.000
TLJ7 1.600
TLJ8 1.000
TLJ9 1.285
TLJ11 1.571

1S2
2.111
1.300
2.111
2.352
1.625
1.833
1.615
2.000
1.875
1.818
1.166
1.866
1.900
1.750
1.700
1.000
1.900
1.000
1.333
1.833

IS3
2.250
1.555
2.111
2.111
1.727
1.714
1.714
2.125
2.000
1.909
1.250
1.611
1.900
1.833
1.750
1.000
1.700
1.000
1.214
1.571

IS: Indice de Solubilizacién, DE: Desviacion Estandar

IS promedio
2.194
1.457
2.037
2.191
1.751
1.754
1.776
2.167
1.958
1.909
1.238
1.759
1.867
1.737
1.721
1.000
1.733
1.000
1.277
1.658

DE
0.074
0.134
0.129
0.139
0.139
0.069
0.199
0.191
0.072
0.091
0.068
0.132
0.058
0.103
0.026
0.000
0.153
0.000
0.059
0.151



Tabla 5: Solubilizaciéon de FTC de las cepas de levaduras.

I1S1 1S2 IS3 IS promedio DE
1.100 1.000 1.000 1.033 0.058
1.100 1.100 1.111 1.104 0.006
I 1.090 1.200 1.090 1.127 0.063
IM 1.125 1.125 1.000 1.083 0.072
ASEIE 1166 1.166 1.083 1.138 0.048
1.000 1.000 1.000 1.000 0.000
AYAEE 1.000 1.000 1.000 1.000 0.000
1.000 1.000 1.000 1.000 0.000
1.000 1.000 1.000 1.000 0.000
1.000 1.000 1.000 1.000 0.000
2RHP5 [FHa) 1.000 1.000 1.000 0.000
NN 1.050 1.100 1.000 1.050 0.050
E5 1.090 1.100 1.222 1.137 0.073
1.1 1.090 1.045 1.000 1.045 0.045
SC 1.000 1.000 1.000 1.000 0.000
B 1.000 1.000 1.000 1.000 0.000
LNy 1.055 1.000 1.125 1.060 0.063
UEER 1.000 1.000 1.000 1.000 0.000
LR 1.000 1.000 1.000 1.000 0.000
LA :.000 1.000 1.000 1.000 0.000

IS: Indice de Solubilizacién, DE: Desviacion Estandar



Tabla 6: Solubilizacién de Oxido de zinc por las cepas de levaduras.

Cepa I1S1
1LYP2 1.000
2LHJ2 NC

2LJJ6 3.000
IM 1.000

2RHP4 1.400
3RSJ11 NC
1.000
NC
1.000
NC
1.000
1.000
1.500
NC
NC
1.000
NC
NC
NC

IS2
1.000
NC
3.285
1.000
1.200
NC
1.000
1.000
NC
1.000
NC
1.000
1.000
1.400
NC
NC
1.000
NC
NC
NC

IS3
1.000
NC
2.500
1.000
1.400
NC
1.000
1.000
NC
1.000
NC
1.000
1.000
1.100
NC
NC
1.000
NC
NC
NC

IS promedio
1.000
ND
2.928
1.000
1.333
ND
1.000
1.000
ND
1.000
ND
1.000
1.000
1.333
ND
ND
1.000
ND
ND
ND

DE
0.000
ND
0.397
0
0.115
ND
0.000
0.000
ND
0.000
ND
0.000
0.000
0.208
ND
ND
0.000
ND
ND
ND

IS: Indice de Solubilizacién, DE: Desviacion Estandar, ND: No Detectado, NC: No Creci6



