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Resumen

B. subtilis pertenecen al grupo de PGPR que facilitan el desarrollo y regulacion de pardmetros fisioldgicos,
bioquimicos y morfoldgicos en los cultivos. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de
inoculaciones periddicas de B. Subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en el incremento de nitrogenasas, fitasas, y
crecimiento del chocho bajo invernadero durante tres meses. Inicialmente se desinfectaron e inocularon
ocho semillas de chocho por tratamiento (T1: B. subtilis CtpxS2-1 (1x10°® UFC/ml), T2: B. subtilis CtpxS3-5
(1x108 UFC/ml), T3: agua destilada), que una vez germinadas en semilleros se trasplantaron a rizotrones,
ubicados en el invernadero de Fitopatologia y Control biolégico de la Carrera Agropecuaria IASA. Los
resultados obtenidos sobre variables agrondmicas, se evidencié que el 65% de los datos obtuvieron
respuestas positivas a inoculaciones con B. subtilis CtpxS3-5 en la altura. Las raices de las plantas de chocho
tratadas con B. subtilis CtpxS3-5, obtuvieron correlaciones significativas (r=0,84) entre el volumen y area
superiores al testigo. En cuanto a la colonizacién de la rizésfera, la cepa Ctpx2-1 tuvo mayor nimero de
UFC/g, iniciando su estabilidad de 5,82 log10 (UFC/g) al final del estudio. Respecto al efecto sobre
pardmetros fisioldgicos, el tratamiento de B. subtilis CtpxS3-5 presentd mayor respuesta en la fijacion de
nitrégeno con 8842,05 mg/g; indice de clorofila con valores que fluctuaron entre 26 a 44 unidades de CCl;
sélidos solubles totales con diferencias significativas promedio de 5,25 (mg/g); solubilizacion de fésforo
evidenciando cambio de color alrededor de las colonias; y mayores concentraciones de AIA en las raices
21,5 mg/ml.

Palabras clave: B. SUBTILIS CTPXS2-1, B. SUBTILIS CTPXS3-5, PROMOCION DE CRECIMIENTO,

FITASAS, NITROGENASAS.
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Abstract

B. subtilis belong to the group of PGPR that facilitate the development and regulation of physiological,
biochemical and morphological parameters in crops. The objective of this study was to evaluate the effect
of periodic inoculations of B. subtilis CtpxS2-1 and CtpxS3-5 on the increase of nitrogenases, phytases, and
lupine growth under greenhouse conditions for three months. Initially, eight lupine seeds were disinfected
and inoculated per treatment (T1: B. subtilis CtpxS2-1 (1x106 CFU/ml), T2: B. subtilis CtpxS3-5 (1x106
CFU/ml), T3: distilled water), then one Once germinated in seedbeds, they were transplanted to
rhizotrons, located in the Phytopathology and Biological Control greenhouse of the IASA Agricultural
Career. The results obtained on agronomic variables; it was evidenced that 65% of the data obtained
positive responses to inoculations with B. subtilis CtpxS3-5 at height. The roots of the lupine plants treated
with B. subtilis CtpxS3-5, obtained significant correlations (r=0.84) between the volume and area higher
than the control. As for the colonization of the rhizosphere, the Ctpx2-1 strain had the highest number of
CFU/g, starting its stability at 5.82 log10 (CFU/g) at the end of the study. Regarding the effect on
physiological parameters, the treatment of B. subtilis CtpxS3-5 presented a greater response in nitrogen
fixation with 8842.05 mg/g; chlorophyll index with values that fluctuated between 26 to 44 CCl units; total
soluble solids with mean significant differences of 5.25 (mg/g); phosphorus solubilization showing color
change around the colonies; and higher concentrations of IAA in the roots 21.5 mg/ml.

Keywords: B. SUBTILIS CTPXS2-1, B. SUBTILIS CTPXS3-5, GROWTH PROMOTION, PHYTASES,

NITROGENASES.
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CAPITULO |
INTRODUCCION
Antecedentes

Las rizobacterias promotoras de crecimiento (PGPR) son bacterias que se pueden encontrar en la
rizosfera, superficie de raices y en asociacidn con las raices, facilitando la absorcion de nutrientes en
ciertas plantas, mediante varias funciones como: fijacidn de nitrégeno, solubilizacién de fésforo,
induccion de sustancias promotoras de crecimiento como el acido indol acético, produccién de
siderdforos, asi como secretando sustancias antagdnicas contra microorganismos fitopatdgenos, entre
otras, caracteristicas que han facilitado la utilizacién de bacterias como biofertilizantes en los cultivos
con el fin de mejorar su calidad y productividad (Yadav et al., 2010).

La produccion de biofertilizantes inicid a finales del siglo XIX, enfocandose en la capacidad
metabdlica de los microrganismos en degradar nutrientes y ayudar a la fertilizacién de los suelos,
particularmente en la fijacidn de nitrégeno donde existe una interaccién de microorganismos
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Clostridium y Klebsiella, que lo fijan por asociacién y algunos que
forman simbiosis como Rhizobium y Bradyrhizobium (Corrales et al., 2017).

A su vez, en la crisis de 1970 debido a la alta contaminacion por fertilizantes nitrogenados se
Ilevaron a cabo investigaciones sobre métodos para fijar nitrégeno en el suelo por su accién simbidtica
sobre el sistema Rhizobium de las leguminosas (Corrales et al., 2017).

En algunos estudios realizados por Hayes y colaboradores en el afio 2000 demostraron que
algunas bacterias solubilizadoras de fosfato inoculadas en las plantas tienen la capacidad de adicionar
fitasas purificadas en las raices de las plantas permitiendo la solubilizacion de fosforo, contribuyendo con
el crecimiento de la planta (Corrales et al., 2017).

Yanez & Falconi (2018), mencionaron que a partir de Lupinus mutabilis aislaron dos cepas de
Bacillus Ctpx 2-1 y B. subtilis Ctpx 3-5 como controladores biolégicos, evidenciando la eficiencia en el
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control de antracnosis en chocho Andino causada por C. acutacum. Estudios posteriores mostraron la
capacidad de estos Bacilos en expresar genes asociados en el crecimiento como superdxido dismutasa o
genes precursores de la resistencia vegetal (Yanez & Falconi, 2021), (Falconi & Yanez, 2022).

En este sentido, el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal es una opcién primordial
para el mejoramiento de los cultivos, del suelo y del ambiente.
Justificacion

Actualmente, suelos de alrededor de 1900 millones de hectareas en todo el mundo se ven
afectados por su degradacion; al ser un recurso no renovable y de soporte fundamental para la
agricultura, se ha buscado generar estrategias amigables y sostenibles que mejoren la productividad del
suelo y la obtenciéon de productos agricolas de buena calidad. Mediante procesos metabdlicos de los
microorganismos del suelo, originan compuestos orgdnicos, fijacion de nitrégeno, solubilizacion de
fosforo y produccion de sustancias promotoras de crecimiento como auxinas permitiendo el desarrollo
de los cultivos (Sanchez et al., 2021).

Mediante mecanismos directos las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal pueden
solubilizar, y trasladar los nutrientes hacia las raices de las plantas (Sanchez et al., 2021). Estos
mecanismos de accién han sido evidenciados en el género Bacillus, bacteria gram positiva estudiada por
su gran diversidad en los agrosistemas acudticos como terrestres, debido a su habilidad para formar
endosporas metabdlicamente inactivas pero viables bajo condiciones adversas haciéndolos apropiadas
para formular biofertilizantes que beneficien a los cultivos agricolas (Villareal et al., 2018).

Por medio de la biofertilizacidn, se permite la disponibilidad de nutrientes que al aplicar a los
cultivos facilitan la fijacion de nitrégeno, solubilizacion de fosfatos (SF) entre otras actividades,
obteniendo el desarrollo de productos bioldgicos comerciales de uso agricola. Por tal razén, es
importante conocer que microrganismos contienen fitasas y nitrogenasas que beneficien la produccién
agricola (Corrales et al., 2017).
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Tomando en consideracidn las caracteristicas positivas de Bacillus y la necesidad de aplicar
estrategias amigables y sostenibles que mejoren el crecimiento y la productividad del suelo se propone
el uso de estas bacterias como alternativa en la promocidn del crecimiento y fijacidn biolégica del
nitrégeno de plantas de chocho.

Objetivos
Objetivo general
v Evaluar el efecto de inoculaciones periddicas de Bacillus Subtilis CtpxS2-1y CtpxS3-5 en el

incremento de nitrogenasas, fitasas, y crecimiento del chocho bajo invernadero.

Objetivos especificos

v' Estimar el efecto de inoculaciones periddicas de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 sobre la altura de

la planta y el area de las raices del chocho.

v' Cuantificar la dindmica poblacional de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 presentes en la rizsfera del

suelo del chocho, cada 15 dias durante tres meses.
v' Determinar el efecto de inoculaciones periddicas de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 sobre
parametros fisioldgicos (fijacion de nitrogeno, indice de clorofila, sélidos solubles totales,

solubilizacion de fésforo y auxinas) en plantas de chocho.

Hipétesis

v" HO: Las inoculaciones periddicas de Bacillus Subtilis CtpxS2-1y CtpxS3-5 no incrementan
nitrogenasas, fitasas y el crecimiento del chocho (Lupinus mutabilis) bajo invernadero.

v" H1: Las inoculaciones periddicas de Bacillus Subtilis CtpxS2-1y CtpxS3-5 incrementan

nitrogenasas, fitasas, y el crecimiento del chocho (Lupinus mutabilis) bajo invernadero.
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CAPITULOII
MARCO REFERENCIAL

Cultivo de chocho en el Ecuador

El lupino andino (L. mutabilis), perteneciente a la familia de las fabdceas, se cultiva
tradicionalmente en la zona Andina de América entre los 2500 msnm a 3600 msnm, especialmente en
paises como: Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia, Chile y Argentina, siendo uno de los alimentos nativos
mas importantes debido a su alto contenido de proteina, fibra, calcio, fosforo, hierro (Peralta, 2016),
(Falconi & Yanez, 2022).

En el Ecuador, esta leguminosa ha sido poco cultivada con una superficie total a nivel nacional de
5674 ha (4,217 ha como cultivo solo y 1.757 ha como cultivo asociado), establecido en seis provincias de
la sierra ecuatoriana: Chimborazo, Cotopaxi, Pichincha, Bolivar, Imbabura y Tungurahua, considerado
como cultivo principal de rotacién debido a su capacidad de fijar nitrégeno (Falconi & Yanez, 2022).
Alcanzando, en la provincia de Chimborazo una mayor produccién de chocho (grano seco) cerca 2317 t,
seguidas de Cotopaxi con 1535t y Pichincha con 252 t como indica en la figura 1 (Yumbla, 2006).

Figura 1

Produccion de chocho en toneladas métricas (Tm) por provincias en el Ecuador

TUNGURAHUA B 33
PICHINCHA T 252

iMBABURA [ 208
cHiMBorazo I 2317
cotopaxl N 1.535
BOLVAR 222

Provincias

- 500 1.000 1.500 2.000 2.500

Produccion (Tm)

Nota. Recuperado de Encuesta de Superficie y Produccién Agropecuaria Continua (2021).
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Descripcién botanica del chocho
Tabla 1

Descripcion botdnica del chocho (L. mutabilis)

Descripcion Botanica Caracteristicas

Semilla Forma: aplastada, redonda u ovalada casi cuadrangular.
Mide: 0,5 a 1,5 cm (depende de la variedad).

Color: entre blanco, amarillo, gris, ocre, entre otros.
Peso: cada 100 unidades oscilan entre 25y 60 g.

Recubierta por tegumento endurecido (10% peso total).

AN T o o

Contiene alcaloides que le dan su sabor amargo.

1. Luego de emerger la plantula el crecimiento de la raiz es
rapido conformando una raiz pivotante, vigorosa y profunda.

2. Profundidad: de 1 m con multiples ramificaciones, raicillas y
pelos radicales.

3. Desarrolla proceso de simbiosis con bacterias nitrificantes:

del género Rhizobium lupini, formando ndédulos.

e Tamafio:1a3cm.
e Seforman a partir del quinto dia después de la germinacion

e Se ubican principalmente en la raiz primaria.

Tallo principal y ramas 1. Determinado por ejes laterales
inforoscencia imes mive 4o foracior,. @ Eltallo es el eje principal que termina en inflorescencia.
cual nive:

de floracion

Rama
terciaria

e A partir de las yemas axilares se generan ramas primarias
(ejes de primer orden), generando nuevos ejes
continuamente va creciendo.

e Crecimiento o ramificacion simpodial (prominente) y no

Inflorescencia

tercor nivsl do inflores prominente.
segund
de flor:

2. lLas ramas y el tallo principal siempre terminan en

Rama
secundaria Rama primaria . . . .
inflorescencia con alto contenido de fibra y celulosa.
S~ Tallo o gje
principal
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Descripcion Botanica

Caracteristicas

Vainas o legumbres

3.

pow NP

vos wN R

Tallos gruesos, huecos y de estructura lefiosa hacia la
madurez.

La altura puede variarde 0,4y 2,0 m.

Medianas, palmeadas y compuestas.

Presentan entre 5 a 11 foliolos de forma oblonga y digitada.
En la base del peciolo se encuentran hojas estipulares.
Puede variar su color dependiendo del contenido de

antocianina.

Flores grandes, en racimos terminales dispuestas
verticalmente.
Entre 20y 80.
Cada flor tiene 5 pétalos (un pétalo estandarte, dos pétalos
laterales o alas y dos pétalos inferiores o quilla), forma
tipica de las papilionaceas.
Las flores se unen al racimo por pedicelos cortos.
Pueden ser blancas, azuladas o violetas (varia su coloracion
desde el inicio de su formacion hasta la madurez).
Altos niveles de autopolinizacién y polinizacién cruzada (5 -
10 %).

Numeros de racimos: 1-10.

Planas y agudizadas en forma curva en los extremos.
Miden: 7-15 cm de largo y 1,3 -2,0 ancho.
Pubescentes de color verde oscuro.

Contienen 3-6 semillas por vaina.

El nimero de vainas por planta varia entre 10-80.

Nota. Recuperado de Zavaleta (2018).
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Etapas fenologicas del cultivo de chocho

Tabla 2

Etapas fenoldgicas del cultivo de chocho (L. mutabilis)

Etapa fenoldgica Caracteristicas
Etapa de germinacion 1. Imbibicién de la semilla.
ftedcd 2. Aparicion de la radicula (gran elongacion).

3. Los cotiledones son conducidos por el hipocétilo sobre el
nivel del suelo (germinacion epigea), entre los 15 y 25 dias
después de la siembra.

e 4. Al terminar el crecimiento del hipocétilo empieza el
crecimiento del epicdtilo para dar paso a las primeras hojas
e Las plantulas tienen de 4 a 5 hojas verdaderas.
e Alrededor de 30 dias.

1. La floracién va progresivamente en la medida que se

desarrollan las ramificaciones.
o Del brote terminal aparece el primer racimo floral o eje
central de la planta.
e Ocurre alos 100 a 120 dias de la siembra.
2. Puede alcanzar 3- 4 pisos de floracién.
e Competencia de vainas cuajadas.
e Crecimiento vegetativo y reproductivo al mismo tiempo.
e Elnumero de flores en el primer nivel de floraciéon es mayor
disminuyendo paulatinamente.
Etapa de llenado de granos
1. Etapadeelongacion devainas el promedio de granos es bajo.
2. Al alcanzar su tamanfo ideal el peso de grano aumenta en

forma lineal.
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Etapa fenoldgica Caracteristicas

3. Los granos permanecen verdes hasta madurez fisioldgica
cambiando paulatinamente de color a blancos.

e Fructificacion: alrededor de 120- 210 dias

e Maduracion: 181 -210 dias

Nota. Recuperado de Zavaleta (2018); (FAO 1982).

Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las rizobacterias promotoras de crecimiento en las plantas (PGPR), incluyen variedad de especies
como: Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Burkholderia, Bacillus y Serratia, que mejoran la calidad y crecimiento de las plantas, utilizando
mecanismos de quimiotaxis directos e indirectos (Figura 2) sobre su habilidad de colonizar la rizésfera,

manteniendo la comunicacidn entre microorganismos del suelo y células de la raiz (Yadav et al., 2010).

Los mecanismos directos estan relacionados con: 1) la disponibilidad y solubilizacién de
nutrientes (fosfato inorganico), 2) fijacion asimbidtica de nitrdgeno atmosférico, 3) produccién de
nitrégeno orgdnico y aminodacidos, 4) produccién de hormonas reguladoras de crecimiento como
auxinas, citoquininas y giberilinas. Indirectamente las rizobacterias pueden actuar como controladores
bioldgicos, produccién de antibidticos y de sideréforos estimulando simbiosis benéfica para la planta, tal

como indica la figura 2 (Camelo et al., 2011).
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Figura 2

Mecanismos directos e indirectos y sus capacidades de activacion en la promocion del crecimiento (PGPB)
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Nota. Recuperado de Camelo et al. (2011).
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Bacillus

Bacillus subtilis.

B. subtilis, bacilo Gram positivo, aerobio estricto, capaz de producir endoesporas (ovales o
cilindricas), antibidticos y matriz extracelular denominada biofilm. En medio in vitro las colonias de
Bacillus son de coloracidn blanca, opaca, consistencia viscosa, de margen ondulado, elevacion plana,
forma irregular y tamafio variable (0,5 a 10 um) (Yanez, 2012).

El género Bacillus presenta un amplio intervalo de temperaturas de crecimiento, aunque la

mayoria de especies crecen a una temperatura de 30 a 45 °C (mesé&filas) (Villareal et al., 2018).

Formacion de biopeliculas.

Las bacterias se encuentran en poblaciones o comunidades, comportandose de forma
coordinada y compleja, debido a la produccién de sustancias extracelulares que permitiran la adherencia
de las colonias bacterianas en superficies bidticas o abidticas, especialmente en las raices de las plantas o
agregados de suelo, mediante la formacién de biopeliculas microbianas, conformadas por compuestos
gue la bacteria mismo produce como proteinas, metabolitos secundarios, acidos orgdnicos y péptidos

(Bonilla et al., 2021).

Produccion de sustancias promotoras del crecimiento vegetal.

Las rizobacterias (PGPR) son capaces de producir sustancias organicas como auxinas, giberelinas,
etileno, acido abscisico y citoquininas, permitiendo el desarrollo y regulacién de pardmetros fisioldgicos,

bioquimicos y morfoldgicos (Camelo et al., 2011).
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Las citoquininas producidas por la planta mediante procesos enddgenos o exégenos permiten
aumentar el proceso de crecimiento, por medio de la induccién de la actividad amilasa, proteasay la
sintesis de auxinas. El acido indol acético (AlA), principal auxina encargada de la formacidon de dominios
apicales, diferenciacion vascular, division celular, fototropismo y el desarrollo de érganos, especialmente

en la formacién del xilema y raiz de la planta (Vega et al., 2016).

La biosintesis del dcido indol acético (AlA) estad conformado por cinco rutas de biosintesis, de las
cuales, cuatro son dependientes de triptéfano (Trp) y una es independiente que inicia su proceso con

indol-3-glicerol fosfato (IGP) para producir IAA (Figura 3).

Por lo tanto, el triptéfano, aminodcido precursor de la biosintesis de AIA en bacterias, estd ligado
principalmente a cuatro rutas metabdlicas encargadas de la produccién de compuestos indélicos: la
primera via el triptéfano (Trp) es convertido en indol -3-acetaldoxima (IAOX), que a partir de
indolaceldoxina dishidratasa se convierte en indol-3-acetonitrilo (IAN) para formar continuamente
acido indol acético (AIA), en la segunda via el (Trp) a partir de monooxigenasa es convertido en indol-3-
acetamida (IAM) y mediante una hidrolasa (IAM) es convertida en AlA, en la tercera via el triptéfano
(Trp) a partir de una descarboxilasa se forma la triptamina (TPM), a continuaciéon mediante una amino
oxidasa formarad indol-3- acetaldehido (IAAld) y finalmente convertido a IAA por una deshidrogenasa, y
en la cuarta via el triptéfano a partir de una aminotransferasa es convertido a indol-3-piruvato (IPA) para
continuamente por accién de la enzima YUCCA (flavina monooxigenasa) se transforme a AlA, tal como

indica en la figura 3 (Bonilla et al., 2021).
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Figura 3

Biosintesis del dcido indol acético (AlIA)
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Nota. Biosintesis del acido indol acético conformada por cuatro rutas dependientes de triptéfano
como: indol-3-Acetaldoxamina (IAOX), indol -3- acetamida (IAM), triptamina (TPM) e indol-
3piruvato (IPA), y una ruta independiente a partir de indol glicerol — 3 fosfato. YUCCA= Flavina
monooxidasa. Recuperado de Bonilla et al. (2021).
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Produccion de siderdforos.

B. subtilis bacteria promotora de crecimiento, es capaz de producir compuestos quelantes tales
como los sideréforos, compuestos de bajo peso molecular, que actian manteniendo el hierro en el
suelo, especialmente cuando la disponibilidad del micro elemento se encuentra en condiciones
limitantes, de esta forma, lo solubilizan e incorporan en el metabolismo celular de forma de ion ferroso
(Fe*?) o férrico (Fe*) (forma comun en el suelo), que implica el transporte y la liberacién de hierro dentro
de la célula, mediante reacciones de dxido reduccion, reguladas por proteinas que dependen del hierro,
pH y trazas de carbono, nitrégeno y fésforo (Camelo et al., 2011).

Al solubilizar hierro del suelo por los sideréforos, los microorganismos lo sintetizan para poder
sobrevivir y como consecuencia de este proceso se reduce o evita la proliferacion de patégenos
(bacterias, virus, hongos) o por estimulos quimicos, debido a la competencia de nutrientes (Cabello et
al., 2019).

Antagonismo contra otros microorganismos.

Segun Fira et al. (2018), varios estudios han demostrado que especies de Bacillus actian como
antibacterianos y anti fungicos contra patdgenos en las plantas, mediante la secrecion de metabolitos
bioactivos como bacteriocinas, policétidos, sideréforos y péptidos (Elanchezhiyan et al., 2018). Los
péptidos especialmente lipopéptidos antifungicos de Bacillus estimulan la defensa natural, los
mecanismos inhibicidon de crecimiento de patégenos y la inmunizacién del hospedero por resistencia
sistémica inducida (ISR) para la eliminacidn de enfermedades segiin Ongena, et al. (2009), lo cual
redunda en una notable reduccién de enfermedades y mayor produccion (Falconi et al., 2022).

Los lipopéptidos son grandes proteinas sintetizadas no ribosémicamente representadas
principalmente por las familias de las surfactinas, iturinas y fengicinas (Yanez & Falconi, 2018),
relacionadas con la patogénesis (PR), que permiten estimular la ISR capacidad propia de Bacillus, esta
capacidad esta relacionada mediante la produccién de enzimas de defensa y crecimiento como la
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peroxidasa (POD), la catalasa (CAT) y superdxido dismutasa (SOD) (Ydnez & Falconi, 2021).

Biofertilizante.

Las bacterias promotoras de crecimiento del género Bacillus poseen un mecanismo de fijacion
biolégica de nitrégeno y la solubilizaciéon o mineralizacion de fésforo permitiendo mejorar la
disponibilidad de nutrientes en los cultivos.

Dindmica del Nitrégeno.

El nitrégeno (N;), elemento mas abundante en la naturaleza, constituyendo el 94% la corteza
terrestre y el 6% restante conforma el 99.86 % la atmdsfera, y el 0,04% organismos vivos, suelo y agua en
forma de compuestos organicos e inorganicos. Es una molécula casi inerte, debido a su triple enlace
entre sus atomos de nitrégeno, evita la asimilacion de este elemento por las plantas y algunos
microorganismos, los mismos que dependen del nitrégeno en forma inorganica como iones nitratos (NO3
1) 0 de amonio (NH, *?) disueltos en el suelo, y en los animales, requieren el nitrégeno en forma de
aminas, amidas o aminoacidos obtenidos de forma directa o indirecta de las plantas (Corrales et al.,
2017).

Por lo tanto, 98% del nitrégeno del suelo al estar combinado con moléculas orgdnicas no esta
disponible para la asimilacién de las plantas y entre el 1y 3% es mineralizado por procesos bioldgicos
como la amonificacién y nitrificacidn, siendo volatilizado el restante de nitrégeno (desnitrificacién) como
NHs, NO y N2O. EI NH4 ™ es atraido por las cargas anidnicas y sustancias del suelo como las arcillas y el
humus, y el NOs ! se solubiliza en el suelo y no es atraido por las cargas iénicas, para ser absorbido por

las raices de las plantas como indica en la figura 4 (Corrales et al., 2017).
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Figura 4
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Nota. Recuperado de Corrales et al. (2017).

Por lo tanto, seglin Cerdn & Aristizabal (2012), la dindmica de este elemento requiere procesos

mediados por microorganismos del suelo a excepcion de la asimilacién como:

e Fijacién bioldgica: conversién de nitrégeno atmosférico (N,) asimilable para las plantas por
microorganismos (bacterias o cianobacterias) a amoniaco o nitratos, utilizando la enzima
nitrogenasa para su descomposicidn en ausencia de oxigeno, utilizando estrategias para
aislarse.

e Nitrificacién o mineralizacidn: realizada en dos pasos por diferentes bacterias, primeramente,
el amonio es convertido a nitrito mediante bacterias del suelo Nitrosomas y Nitrococus y

segundo, se produce la oxidacién de nitrito a nitrato mediante otra bacteria del suelo
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Nitrobacter, estos microorganismos dependen de la temperatura del suelo, siendo el proceso
mas rapido cuando la temperatura estd sobre los 10 °Cy un pH de 5.5 a 6.5.

e Asimilacién: ocurre cuando las plantas absorben nitrato o amonio por medio de sus raices por
medio de la fijacion del nitrégeno, incorporandose estas moléculas tanto a las proteinas como
a los acidos nucleicos de las plantas.

e Amonificacién: la materia nitrogenada proveniente de los animales como la orina (urea),
organismos muertos, entre otros, liberan nitrégeno al medio como NHs, permitiendo la
integracion del nitrégeno al ciclo, mediante la digestién enzimatica, convirtiéndose el amonio
en compuestos aminados (proteasas, peptonas y aminoacidos)

e Inmovilizacién: proceso el cual las formas inorganicas de nitrégeno (NHs*y NOs’), son
convertidas a nitrégeno orgdanico siendo no asimilable.

e Desnitrificacion: es llevada a cabo por las bacterias desnitrificadoras, permitiendo la
reduccion de nitratos (NOs’) a nitrégeno gaseoso (N3), y amonio (NH4*) a amoniaco (NHs),
reinvirtiendo la accidn de las bacterias fijadoras de nitrégeno debido a un alto contenido de
materia organica, poca disponibilidad de agua y alto pH obligando a los microorganismos a
emplear nitrato en vez de oxigeno en su respiracién (Centro de informacion y Comunicacion

Ambiental de Norte América, 2015).

Nitrogenasas de Bacillus

Bacillus es capaz de fijar nitrogeno que se encuentra en el aire aproximadamente el 78%,
mediante la reducciéon del N, atmosférico a amoniaco (proceso de nitrificacion), incorporandose en suelo
para permitir que las bacterias nitrificantes lo oxiden a nitritos y posteriormente a nitratos, como unica
forma de nitrégeno de la cual las raices de las plantas lo asimilan. Este proceso puede ser realizado por

dos medios: 1) simbidticos, géneros bacterianos (Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, entre
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otros), capaces de formar nddulos en la raiz y no considerados PGPR por no ser bacterias de vida libre, y
2) asimbidtica géneros bacterianos como Bacillus, Pseudomonas, Aeromonas, Serratia y Azospirillum
(Corrales et al., 2017).

La fijacién biolégica de N, es un proceso bioldgico de algunos organismos procariéticos que
poseen la enzima nitrogenasa (Nasa), Ilamados diazétrofos o consumidores de N, (di: dos; azoto: N;
trofo: comer) (Aranda, 2014).

Las enzimas son proteinas globulares solubles que se encargan de catalizar reacciones biolégicas
en los organismos vivos, las mismas que actlan sobre sustratos por medio de interacciones de Vander
Waals, electroestaticas e hidrofébicas o por medio de enlaces covalentes transitorios, reacciones acido
base, reacciones de éxido reduccién o reacciones de transferencia, formado complejos enzima- sustrato.

Por lo tanto, las enzimas se las clasifican en funcidn del tipo de reaccién que catalizan, como las
nitrogenasas que son enzimas que utilizan reacciones de 6xido reduccion, reduciendo nitrégeno
molecular en amoniaco facilmente asimilable (Herrera et al., 2008).

Segln Herrera, et al. (2008), existen dos componentes sensibles al oxigeno que regulan el
complejo enzimatico de las nitrogenasas permitiendo la reduccion de N, en amoniaco:

e Componente | o nitrogenasa: tetrdmero, formado por 2 subunidades de B-proteinas, 2

subunidades de a -proteinas, 24 moléculas de hierro, 2 de molibdeno y un cofactor de hierro
(Fe) y molibdeno (Mo) llamado ferromolibdenoproteina (FeMo-Co). la composicion metalica
de la proteina contiene dos grupos prostéticos distintos: cuatro grupos proteicos (4 Fe-4S),
ligados covalentemente a residuos de la cisteina de las subunidades a y B, y dos grupos
FeMo-Co unidos a la subunidad a reduciendo N, por transporte de electrones, constituyendo
el sitio catalitico del N; donde se produce la ruptura de su triple enlace.

e Componente Il 0 nitrogenasa- reductasa: es un dimero, formado por 4 4tomos de hierro (Fe)

unidos con 4 atomos de azufre (S) de determinadas cisteinas denominado ferroproteina,
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subunidades idénticas unidas a un grupo prostético 4Fe-4S, requiriendo un complejo de
magnesio y energia en forma de ATP para reducir N, a NHs,

La cisteina es un aminodcido que permite estas reacciones enzimaticas y son la clave para la
formacidn de proteinas estructurales, permitiendo enlazar cisteinas cercanas para logra entrecruzar
proteinas, es promotora de grupos de hierro-azufre y participa en la unién de metales. De los 20
aminoacidos comunes los dos Unicos que contienen azufre es la metionina y cisteina (Corrales et al.,
2017).

La presencia del O, permite la regulacion de las enzimas nitrogenasas (Nasa), requiriendo la
colaboracidon de otras dos proteinas de ferrodoxina y flavodoxina, que actian como donadores de
electrones hacia una molécula del componente | y dos moléculas del componente Il para llevar a cabo la
reduccion de la molécula de N, la reaccidn estd acoplada a la fermentacién de azlcares energéticos
(fosforilacion de ADP) (Aranda, 2014).

Ambos componentes de la nitrogenasa estdn codificados por un genoma bacteriano llamado nif,
localizado en el plasmido de las bacterias diazétrofas, permitiendo la sintesis del componente | con los
genes nifD y nifK y para el componente Il con el gen nifH (Aranda, 2014).

En las bacterias se encuentran una gran cantidad de ferredoxinas que son proteinas con cimulos
de Fey S, que se diferencian en la secuencia de aminodcidos, funcién y tipo. Los atomos de hierroy
azufre de las ferredoxinas se organizan de tres formas diferentes dependiendo de su organizacién [2Fe-
2S], [4Fe-4S] y [3Fe-4S], de las cuales del tipo [2Fe-2S] son propias de los eucariotes y del tipo 4Fe-4S] y
[3Fe-4S] son de tipo bacteriano; y las flavodoxinas en cambio, son proteinas pequeias que transfieren
uno o dos electrones bajo un potencial redox (Carrillo, 2007).

Una caracteristica de los FBN es que permiten brindar cierta cantidad de los H transferidos
reduciéndolos por las enzimas nitrogenasas, antes de llegar al N para transformarse en gas (H,). La
cantidad de H, formado varia segun la cantidad de ATP y el poder reductor que tenga la célula, es decir
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baja disponibilidad de ATP mayor de H; y con alta disponibilidad aumenta la formaciéon de NHs* como

ilustra en la figura 5 (Herrera et al., 2008).

Figura 5

Mecanismo de accion de la nitrogenasa
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Nota. Los electrones transferidos desde la ferredoxina sensibles al oxigeno son captados por el

KPII, uniéndose el Mg al ATP como forma bioactiva, enlazandose al KPl y provocando la ruptura
del triple enlace de N, para formar de NH,4*. KPlI= componente I, KPll= componente Il
Recuperado de Herrera et al. (2008).

Por esta razén, Camelo et al. (2011) menciona que el ajuste estequiométrico de la formula de

FBN mas aceptado se establece con la siguiente ecuacién general:

N, + 8H +8e- +16MgATP - 2NHs +H, +16MgADP +16Pi.

Dindmica del Fosforo

El fésforo (P) es un macronutriente, que participa en el crecimiento de las plantas, en procesos

fotosintéticos, transferencia de energia y degradacion de carbohidratos. Se encuentra en las plantas en

forma inorganica en pequefas proporciones y en mayor proporcidn unido al acido fitico conteniendo

28% de radicales libres de acido fosfoérico, los mismos que tienen afinidad por diversos cationes como:

Fe+3> Ca+2>cu+>zn+2.
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La movilidad del fésforo es lenta, permaneciendo por largos periodos de tiempo desde los
depdsitos de fosfato de la tierra y sedimentos de los mares hasta su disponibilidad para las plantas u
organismos vivos, para continuamente regresar a la tierra y el océano, debido a la solubilidad de algunos
minerales. El fésforo se vuelve no disponible cuando ocurren las precipitaciones, y por tanto las
reacciones son entre el fésforo inorganico disponible (Pi) y elementos metalicos como Ca, Fe y Al
formando sales de fosfato como indica la figura 6 (Corrales et al., 2017).

Figura 6

Ciclo del fésforo

Rocas fosfatadas
Fasiles y guano

FosTatos inorganicos | ‘ - SR
A disueitos en suelos .__.{_f;,:f:t” de animales
~ Yy aguas j i

por peces

Nota. Recuperado de Corrales et al. (2017).

Segun Corrales et al. (2017), las fuentes de fésforo presentes son: fésforo inorganico disponible
(Pi), fésforo organico, fésforo absorbido y fésforo mineral primario.

El fésforo orgdnico, se genera a partir de restos de animales y vegetales dando origen a
fracciones poco estables y resistentes a la mineralizacidn, y es absorbido en mayor cantidad en suelos
arcillosos

El fésforo inorgdnico, esta constituido por diferentes minerales que liberan fésforo por
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mineralizacién de forma muy lenta debido a que son de menor solubilidad en comparacién al fésforo
organico

El fésforo absorbido por las plantas como ién ortofosfato primario (Fosfato di acido H,PO47) o por
medio de iones fosfato secundario (fosfato acido HPO4=), lo fija mediante su sistema radicular,
distribuyéndose por toda la planta por reacciones quimicas, incorporandose a compuestos organicos,
interviniendo en los procesos fotosintéticos:

6 CO; + 12H,0 - C¢H1,06 + 6 O3

Fosfatasas de Bacillus

Los microorganismos solubilizadores de fésforo (PSM), complementan las necesidades de este
elemento en la planta usando mecanismos de liberacién de acidos organicos, actuando sobre la
acidificacion del medio, la quelacidn, la precipitacion y reacciones de dxido- reduccion, mediante la
absorcion por la raiz de las plantas solo en su forma monobasica (-H2PO, °) o di basica (- HPO,4™) (Bonilla
etal., 2021).

La solubilizacién de minerales por microorganismos (PSM) se realiza mediante la accion de los
acidos organicos y fosfatos solubles afiadidos al suelo, que actian como fertilizantes permitiendo
disminuir el pH y conformar complejos estables de Ca*?, Mg*?, Fe** y Al*3, La mineralizacidon de fosfatos
para su asimilacién puede darse de dos formas: 1) mediante acidos organicos presentes en el suelo
(acidos nucléicos, fosfolipidos, fosfonatos, acido fitico, polifosfonatos y fosfatos de azlcar) que acttan
conjuntamente con enzimas microbianas como las fosfomonoesterasas o la fosfohidrolasa (desfosforilan
los enlaces fosfoéster o fosfoanhidrido), las fitasas (hidrdlisis del acido fitico o mioinositol fosfato), la
fosfonatasa y las C-P liasas (hidrolizan los enlaces éster de los fosfonatos) , y 2) como inorganicos (acido
sulfurico, el acido nitrico y los acidos carbdnicos) permitiendo la liberacién de H+ que se presenta en

fosfato inorganico mediante la asimilacién del NH4* (Bonilla et al., 2021).
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Figura 7

Mecanismos inorgdnicos y orgdnicos de solubilizacion de fosfatos por microorganismos.
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Las fitasas de las bacterias, subfamilia de las fosfatasas se pueden clasificar en dos partes segun
sus mecanismos cataliticos y la especificidad de hidrdlisis: a) fitasas acidas histidinas HAP y b) fitasas

alcalinas. El género Bacillus produce fitasas alcalinas, presentandose con un pH neutro a bdsicoy a
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temperaturas de 70 °C (termo resistente), con capacidad hidrolitica permitiendo remover grupos
fosfatos del acido fitico (mecanismo de reduccidn), impidiendo quelacion de los minerales como el
fosforo y trazas de elementos que se encuentran presentes en la biomasa, es decir, que sean insolubles
y se produzca su precipitacion, convirtiéndose en myo-inosytol (acido fitico), fosfatos y fosfatos
organicos, radicando la importancia de las bacterias en beneficio a la biodiversidad y la accion frente al
ciclo del fésforo brindado solucidén a la baja disponibilidad de fosfato en los suelos (Corrales et al., 2017).

La enzima fitasa se clasifica como fosfohidrolasa ya que interviene en la hidrdlisis del acido fitico
(hexafosfato de inositol) o fitatos requiriendo un intermediario de fosfohistidina para catalizar procesos
de desfosforilacién de grupos fosfoéster y liberar ortofosfatos libres (6 grupos) por secuencias, mediante
procesos bioquimicos, permitiendo la movilizacion de fosforo inorganico disponible (Pi) con un pH
neutro hacia la planta, generando reservas de fosforo para un desarrollo fisiolégico adecuado (Bonilla et
al., 2021).

La interaccidn entre &cido fitico (AF) y cationes (Na*, Mg*2, K*, Ca*?, Zn*?, Cu*'*2 y Fe*?*3), permiten
la formacidn de sales myo-inositol hexaquisfosfato (fitatos), donde la solubilidad de las sales y proteinas
estan relacionadas por el nimero de protones y formacidon de complejos a partir de sus cargas eléctricas
(iones libres del grupo fosfato). La fitina se forma a partir de las sales de Ca y Mg con el acido fitico (AF),

permitiendo la asociacion entre planta —microorganismo (Bonilla et al., 2021).
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CAPITULO IlI
METODOLOGIA

Ubicacion del area de investigacion

La presente investigacion se desarrolld en dos fases, en el invernadero y en el laboratorio de
Fitopatologia y Control bioldgico de la Carrera Agropecuaria IASA | en la Hacienda “El Prado” de la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, ubicados en la provincia de Pichincha, cantédn Rumifiahui,
Parroquia San Fernando, bajo las siguientes coordenadas geograficas: 0°, 23’, 20” Sy 78°, 24’, 44” O. Las
condiciones ambientales del invernadero de Fitopatologia corresponden a una temperatura media anual
de 20,04 °Cy humedad relativa de 60%, en el laboratorio la temperatura media anual es de 16,3 °C.
Figura 8

Ubicacion satelital del sitio de estudio
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Nota. A) Invernadero de Fitopatologia, B) Laboratorio de Fitopatologia.
Recuperado de Google Maps (2022).
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Instalacion del proyecto

Se evalud la respuesta de 24 plantas de chocho (L. mutabilis) por efecto de dos cepas de Bacillus
subtilis CtpxS2-1y CtpxS3-5 en condiciones de invernadero.

Se colocaron cuatro platas de chocho en rizotrones con dimensiones (1.0 m x 0,5 a x 0,4), cada
dos plantas fue considerada una unidad experimental, que se adecud de acuerdo al area de estudio
seleccionado.

Sobre las unidades experimentales se distribuyeron en forma aleatoria los tratamientos descritos

en la tabla 3.

Tabla 3

Descripcidn de los tratamientos

Tratamiento Caracteristicas

T1 Ocho semillas de chocho (Lupinus mutabilis) inoculadas con B.
subtilis cepa CtpxS2-1 (1x10° UFC/ml)

T2 Ocho semillas de chocho (Lupinus mutabilis) inoculadas con B.
subtilis cepa CtpxS3-5 (1x108 UFC/ml)

T3 (Testigo) Ocho semillas de chocho (Lupinus mutabilis) con agua

destilada

El experimento se dispuso bajo un disefio completamente al azar, con tres tratamientos y 4
repeticiones. La disposicion del experimento se realizd en rizotrones bajo invernadero como indica la

figura 9.
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Figura 9

Disefio experimental del ensayo en invernadero
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Nota. Autoria propia

Materiales
Insumos

Los insumos que se utilizaron fueron: vasos de precipitacion, tubos de ensayo con tapa, cajas de
Petri, frascos tarados, matraz Erlenmeyer, probetas, pipetas, micropipetas (puntas amarillas y azules),
gradillas, espatula, asas de inoculacién, mortero, mechero de alcohol, cloro, alcohol 98%, acetona 80%,
seis rizotrones (1.0 m de largo x 0,5 m de ancho x 0,5 m de profundidad), papel filtro, reactivo de
Salkowski (1 ml de FeCl; 0.5M, 49 ml de agua y 50 ml de acido perclérico).
Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron: Medio NYDA (Nutriente broad 8,0 g, extracto de
levadura 5,0 g, dextrosa 10,0 g, agar 15,0 g) en 1000 ml de agua (Yanez et al., 2012) para la conservacion,

b) medio NYD de referencia y multiplicacidn bacteriana, sin el componente agar, c) medio ASHBY
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MANITOL (Manitol 5g/L, Fosfato di potésico 0.2g/L, MgS0,4.7H,0 0.2g/L, NaCl 0.2g/L, Sulfato de calcio
0.1g/L, Carbonato de calcio 0.1g/L, Agar 17.0 gL-1, pH final 7.2) para conocer si son o no fijadores libres
de nitrégeno, d) Medio Pikovskaya (Extracto de levadura 0.5 gL-1, Dextrosa 10 gL-1, CaPO,4 5 gL-1, (NH4)2
S04 0.5 glL-1, KCl 0.2 gL-1, MgS04 .H,0 0.1 gL-1, MnS0O4. H,0 0.0001 gL-1, FeS0O4.H,0 0.0001 gL-1, Agar 15

gl-1) para identificar la actividad solubilizadora de fosfatos.

Bioldgicos

Los materiales biolégicos utilizados fueron: cepas de Bacillus subtilis CtpxS2-1y Ctpx3-5vy
semillas de chocho (L. mutabilis) var. 1-450 Andino, obtenidos del laboratorio de Fitopatologia y Control
Bioldgico de la Carrera Agropecuaria IASA, formulados en medio de bajo coste (Yanez & Falconi, 2021).
Equipos

Se utilizaron los siguientes equipos: Camara de flujo laminar, incubadora, vértex, balanza digital,
autoclave vertical, microscopio, espectrofotémetro, microondas, fluorimetro de clorofila (OPTI-SCIENCES

CCM-200 plus).

Métodos
Inoculacion de B. subtilis CtpxS2 y CtpxS3-5 en semillas de chocho (L. mutabilis)

Las semillas de chocho fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio (NaClO) al 1% por dos
minutos, alcohol al 70% por dos minutos y lavadas con agua estéril (Yanez et al., 2016), a continuacién,
se procedid a inocular las semillas con B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 a una concentracion de 1x10°
(UFC/ml), sumergiendo las semillas durante 15 minutos (Figura 10). Se colocaron las semillas en
semilleros plasticos con turba y se dispuso en el invernadero de Fitopatologia y Control bioldgico (IASA),

hasta su posterior trasplante en los rizotrones.
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Figura 10

Inoculacion de B. subtilis CtpxS2 y CtpxS3-5 en semillas de chocho (L. mutabilis)

B.subtilis 5 d)
CtpxS2-1 ‘

Nota. a) Seleccion de semillas de chocho (L. mutabilis) var. I-450 Andino, b) desinfeccién de las semillas
de chocho con hipoclorito de sodio (NaClO) al 1%, alcohol al 70% y con agua destilada (Yanez et al.,
2016), c) preparacion de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 a una concentracién de 1x10° (UFC/ml) d)
inoculacidn de semillas de chocho (L. mutabilis). Autoria propia.

Establecimiento de pldntulas de chocho (L. mutabilis) en el invernadero

En el invernadero de Fitopatologia y Control bioldgico (IASA), se establecieron seis rizotrones
(1.0 m de largo x 0,5 m de ancho x 0,5 m de profundidad), que fueron colocados en su interior sustrato
con tierra negra, cascarilla de arroz y arena en proporcién 1:1:1 (Yanez et al., 2016), previamente
esterilizado bajo solarizacién y soplete.

Se trasplanté en cada rizotrdén, cuatro semillas de chocho previamente germinadas establecidas
segln el disefio de instalacion del proyecto, de tal manera que sus raices quedaron pegadas al vidrio del
rizotrén (Figura 11).
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Figura 11

Establecimiento de pldntulas de chocho (L. mutabilis) en el invernadero

Nota. a) Esterilizacidon del sustrato bajo solarizacion y soplete, b) mezcla de sustrato con tierra

negra, cascarilla de arroz y arena en proporcién 1:1:1, c) Colocacién del sustrato en cada rizotron,
d) disposicion de los rizotrones con un disefio completamente al azar e) seleccion de semillas
germinadas considerando su tamafio de radicula, f) siembra de semillas de chocho previamente
germinadas en los rizotrones. Autoria propia.

Inoculacién de Bacillus subtilis CtpxS2 y CtpxS3-5 en plantulas de chocho (L. mutabilis)

La inoculacidn de B. subtilis CtpxS2 y CtpxS3-5 a una concentracién de 1x10° (UFC/ml) en
plantulas se realizé cada 15 dias, durante tres meses en la base del tallo de cada planta de chocho a
razon de 300 ml por planta, de forma paralela, y a su vez se realizé la dindmica poblacional de la rizdsfera

antes de cada aplicacién (Falconi et al., 2022).
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Variables evaluadas
Variables agronémicas

Altura de la planta.

La altura de la planta fue medida con cinta métrica, desde la base del cuello hasta la parte mas
alta del apice durante 3 meses cada 15 dias por cada unidad experimental.

Area de raices.

El area de raices se determiné mediante fotografias digitales del software Digital imaging of root
traits (DIRT) para obtener rasgos fenotipicos como la longitud, forma y didmetro de las raices.
Dindmica poblacional de Bacillus subtilis

Para evaluar la dindmica poblacional, se obtuvo una muestra de 10 g de suelo de la rizdsfera
inoculada por tratamiento y repeticion, se colocd cada muestra en vasos de precipitacion previamente
rotulados para ser llevados a bafio maria a una temperatura de 80 °C por 20 minutos, al culminar el
tiempo se llevé a la cdmara de flujo laminar las muestras donde se colocaron 90 ml de agua destilada
(dilucién 1: 10) para evaluar la supervivencia de B. subtilis Ctpx2-1 y Ctpx3-5 en la filésfera de la planta
de chocho, mediante el método de dilucién y plateo (Falconi et al., 2022), hasta la dilucién 10 (Figura
12).

Se tomaron 50 ul de las diluciones 102, 10 y 10 por tratamiento y repeticién, se sembraron en
placas Petri por triplicado en medio NYDA. Las muestras se incubaron a 28°C +2 por 24 horas para contar
colonias bacterianas, las mismas que fueron estimadas como unidades formadoras de colonias por

gramo de suelo (CFU/g) mediante la siguiente férmula:

Numero de colonias contadas * Factor de dilucién

F =
UFC/g Volimen de la sln sembrada
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Figura 12

Dindmica poblacional de Bacillus subtilis

Nota. a) Recoleccién de la rizésfera inoculada por tratamiento y repeticion, b) pesaje de 10 g de cada
muestra de suelo, c) colocacién de muestras del suelo a bafio maria a 80 °C, d) preparacién de material en
la cdmara de flujo laminar, e) adicion de 90 ml de agua destilada (dilucién 1: 10) en cada muestra de suelo,
f) colocacién de cada dilucion en el agitador orbital durante 20 minutos, g) elaboracion de bancos de
dilucién y método de dilucidn y plateo hasta la dilucién 10* y siembra en medio NYDA, h) incubacién a
28°C +2 por 24 horas de cada muestra. Autoria propia.

Variables fisiologicas

Fijacion de nitrégeno atmosférico

A partir de las dos cepas de B. subtilis CtpxS-1 y CtpxS3-5 vy las colonias obtenidas del sustrato de
cada tratamiento, conjuntamente con su control negativo Pseudomonas sp. (bacterias libres de
nitrégeno), se realizaron diluciones sucesivas hasta la 1073, las cuales se sembraron en el medio ASHBY
medio solido libre de nitrégeno (Manitol 20.0 g/l, K HPO, 0.2 g/I, MgS04. 7H,0 0.2 g/I, NaCl 0.2 g/I, KSO,
0.1 g/l, CaCO5 5.0 g/l, y agar 17.0 g/I), por dispersidn utilizando espatulas de Drigalsky, luego las cajas

petri se incubaron a 28°C £2 por 5 dias hasta observar colonias (Pilatuiia, 2018).
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Para verificar la pureza de las colonias se realizaron réplicas sucesivas en placa con medio Ashby

y se las preservé en medio NYDA a 4 °C (Pilatuiia, 2018).

Para cuantificar el nitrégeno en planta por espectrofotometria, se procedid con la preparacion
de la solucidon madre a partir de la colecta de hojas frescas de L. mutabilis por tratamiento y repeticion,
las mismas que se colocaron en tubos Falcon de 5 ml que se introdujeron en el nitrégeno liquido, hasta
obtener un polvo delgado. Se colectd 1 g de las hojas liofilizadas y se colocd en un tubo Eppendorf de
fondo cénico de 2 ml aiadiendo 1 ml de PBS, para ser triturado con un micro pistilo y aforado a 2 ml con
PBS, posteriormente se homogenizaron en el vértex durante dos minutos conservando la cadena de frio

y se centrifugd para separar el sobrenadante por 20 minutos a 14000 RPM (Figura 13) (Chavez, 2018).

Al culminar los 20 minutos en la centrifuga, se extrajo 500 ul del sobrenadante en nuevos tubos
Eppendorf con 1000 ul de PBS (relacién 1:2), para centrifugar por segunda vez, finalizando el proceso se
colocaron los tubos en la crio congeladora a 80°C, para proceder a preparar el reactivo de trabajoy la

microplaca (Figural3) (Chavez, 2018).

Para el andlisis se procedié de forma estricta como lo indica el protocolo del kit, conjuntamente

con la preparacién del reactivo de trabajo (WR) utilizando la siguiente férmula:

(# de muestras)x (¥ réplicas)x (0,2 ml volumen de RT por muestra) = Reactivo de trabajo

(25 muestras) x ( 2 réplicas)x (200ul) = 10000 Reactivo de trabajo

Se prepard el reactivo de trabajo, mezclando 50 partes del reactivo A con una parte del reactivo

B, es decir:

10000 partes del reactivo de trabajo x 50 partes de A . s
P ] P = 9804 ul partes de A (Ecuacion 1)

51 partes del reactivo de trabajo
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10000 partes del reactivo de trabajo — 9804 partes de A = 196 ul partes de (Ecuacién 2)

Por lo tanto, se prepard el reactivo de trabajo mezclando 9804 ul del reactivo A (Ecuacion 1) y

196 ul del reactivo B (Ecuacion 2).

Para preparar la microplaca, se colocé 25 ul de la solucién madre por duplicado en cada pocillo,

gue se conservaron en el crio congelador para mantener la cadena de frio y 200 ul del reactivo de

trabajo previamente preparado, se cubrid la microplaca y se incubé a 37°C durante 30 min.

Posteriormente, se colocd en el espectrofotémetro ajustando la onda a 540-590 nm para realizar la

medicién y obtener la curva de calibracion indicada en la Tabla 4.

Tablad

Curva estdndar para la determinacion de proteina por espectrofotometria

Estandares Volumen de PBS (ul)

Volumen de BSA (pl)

Concentracion de
BSA final (ng/ml)

0
125
325
175
325
325
325
400
400

— I O MmO ®m®>

300 of Stock

375 of Stock

325 of Stock
175 de la dilucién del tubo B
325 de la dilucién del tubo C
325 de la dilucién del tubo E
325 de la dilucién del tubo F
100 de la diluciéon del tubo G

0

2000
1500
1000
750
500
250
125
25
0 =Blanco

Nota. Recuperado de Chavez (2018).
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Figura 13

Cuantificacion de nitrégeno en hojas frescas de L. mutabilis

Nota. a) Colecta de hojas frescas de L. mutabilis por tratamiento y repeticion, b) muestras de hojas
colocadas en nitrégeno liquido, hasta obtencidn de un polvo delgado, c) peso de 1 g de las hojas liofilizadas
aforadas a 2 ml con PBS en tubos eppendorf y maceradas con micropistilo, d) centrifugaciéon de cada
muestra durante 20 minutos a 14000 RPM, e) extraccién de 500 ul del sobrenadante en nuevos tubos
Eppendorf con 1000 ul de PBS (relacidn 1:2), f) preparacién de la microplaca con 25 ul de la solucién madre
por duplicado en cada pocillo y 200 ul del reactivo de trabajo, g) incubaciéon a 37°C durante 30 min de la
microplaca, h) Lectura en el espectrofotémetro ajustando la onda a 540-590 nm. Autoria propia.

indice de contenido de clorofila.

Se realizé la cuantificacion del indice de clorofila cada 7 dias en 3 foliolos de las hojas de las
plantas de chocho, mediante el Fluorimetro de clorofila CCM-200 Clorophyll Content Meter (Opti-
Science).

Para la cuantificacién de clorofila en planta se colectaron hojas frescas de L. mutabilis por
tratamiento y repeticidn, cortandolas en tiras delgadas hasta obtener 0,5 gr de cada muestra, para

posteriormente colocarlas en tubos de ensayo previamente rotulados y forrados de papel aluminio para
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evitar el contacto de las muestras con la luz, adicionando 5 ml de etanol 96%, macerando cada muestra
con una varilla de vidrio, se tapd cada tubo y se llevd a refrigeracién a una temperatura de -4°C durante
24 horas (Yépez, 2018).

Posteriormente se colocé la muestra en tubos Falcon para centrifugar a 2000 RPM por 10
minutos. Se extrajo 1 ml del sobrenadante de cada muestra y se aforé a 6 ml con etanol al 96%. Se
colocé 1500 ul de la muestra en las celdas de 10 nm para la medicidn en el espectrofotémetro ajustando
laonda a 645y 663 nm (Yépez, 2018).

Figura 14

Medicion del indice de clorofila en hojas colectadas de L. mutabilis

Nota. a) colecta de hojas de L. mutabilis, b) corte en tiras delgadas hasta obtener 0,5 gr de cada muestra
de hojas, c) adicién de 5 ml de etanol 96% en tubos de ensayo con los 0,5 g de muestra de hojas pesadas,
d) maceracion de las muestras, e) refrigeracién a -4°C durante 24 horas cada muestra, f) centrifugacion a
2000 RPM por 10 minutos, g) extraccién de 1 ml del sobrenadante de cada muestra y se aforé a 6 ml con
etanol al 96% h) medicidon en el espectrofotdmetro ajustando la onda a 645 y 663 nm. Autoria Propia.

51



Solidos solubles totales.

Se procedio a preparar la solucién madre a partir de la colecta de hojas frescas de L. mutabilis
por tratamiento y repeticidn, las mismas que se colocaron en tubos Falcon de 5 ml que se introdujeron
en el nitrégeno liquido, hasta obtener un polvo delgado. Se colectd 1 g de las hojas liofilizadas y se
colocé en un tubo Eppendorf de fondo cdnico de 2 ml afnadiendo 1 ml de PBS, para ser triturado con un
micro pistilo y aforado a 2 ml con PBS, posteriormente se homogenizaron en el virtex durante dos
minutos conservando la cadena de frio y se centrifugd para separar el sobrenadante por 20 minutos a

14000 RPM.

Al culminar los 20 minutos en la centrifuga, se extrajo 500 ul del sobrenadante en nuevos tubos
Eppendorf con 1000 ul de PBS (relacidn 1:2), para centrifugar por segunda vez, finalizando el proceso se
colocaron los tubos en la crio congeladora. En el dia se pesaron nuevos tubos Eppendorf de 0,5 ml en la
balanza analitica y se obtuvo el peso inicial (Po), posteriormente se colocé 100 ul de las muestras y se
colocd en la estufa en un recipiente de vidrio totalmente sellado anadiendo silica gel en la base para que

absorba la humedad del medio, durante 24 horas para volver a pesar y obtener el peso final (Pf).
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Figura 15

Cuantificacion de sélidos solubles totales

Nota. a) Colecta de hojas frescas de L. mutabilis por tratamiento y repeticion, b) muestras de hojas

colocadas en nitrégeno liquido, hasta obtencién de un polvo delgado, c) peso de 1 g de las hojas liofilizadas
aforadas a 2 ml con PBS en tubos eppendorf y maceradas con micropistilo, d) centrifugacién de cada
muestra durante 20 minutos a 14000 RPM, e) extraccién de 500 ul del sobrenadante en nuevos tubos
Eppendorf con 1000 ul de PBS (relacidon 1:2), f) peso nuevos tubos Eppendorf de 0,5 ml y se obtuvo el peso
inicial (Po), g) colocacién de 100 ul del sobrenadante, h) y i) colocacién en la estufa en un recipiente de
vidrio totalmente sellado y con silica gel en la durante 24 horas para volver a pesar, j) obtencidn del peso
final (Pf). Autoria propia

Solubilizacién de fosfatos

A partir de las dos cepas de B. subtilis CtpxS-1 y CtpxS3-5 vy las colonias obtenidas del sustrato de
cada tratamiento, se realizaron diluciones sucesivas hasta la 1073, las cuales se sembraron en el medio
Pikovskaya (Extracto de levadura 0.5 glL-1, Dextrosa 10 gL-1, CaS04 5 gL-1, (NH4) 2 SO4 0.5 gL-1, KCI 0.2
gl-1, MgS04 .H2 0 0.1 gL-1, MnSO4. H2 0 0.0001 gL-1, FeSO4 .H2 O 0.0001 gL-1, Agar 15 glL-1),
posteriormente se incubaron a 28°C +2 por 4 dias hasta observar colonias rodeadas de halo de color

transparente. Se considerd positivo al evidenciar el viraje de color por efecto de la solubilizacidn de
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fosfato (Romero et al., 2019).

Deteccidn y cuantificacidon de auxinas

La deteccion y cuantificacidn de auxinas se llevo a cabo empleando el reactivo de Salkowski
(H2S04 Concentrado 15ml, Agua destilada 25mLy 0,75 ml FeCLs.6H,0 0.5M) (Diaz, 2018), permitiendo
determinar la presencia de grupos indol propios de los compuestos auxinicos.

Para determinar la cantidad en gramos de FeCLs;.6H,0 0.5M, en una solucién de 10 ml (0,01lt) se
realizé el siguiente calculo:

moles de soluto

~ volumen de la sin (It)

moles de soluto

0,5 M F€Cl3. 6H20 = 0’01 It

0,5M FeCl;.6H,0 x 0,01 It soln = moles de soluto

0,005 FeCl;.6H,0 = moles de soluto

El peso molecular de FeCl3 .6 H,0= 270,3 gr/mol por tanto:

0,005 mol FeCls. 6H,0 2229~ =
1mol

1.3515 gr de FeCl;.6H,0 por cada 10 ml de solucioén (Ecuacién 3)

Es decir, para preparar 10 ml de solucidn de FeCls .6 H,0 se afiadié 1,3515 g de FeCls .6 H,0
como se requirié preparar una solucion de 80 ml del reactivo de Salkowski, debido al requerimiento de
1,5 ml para cada muestra (24 plantas por duplicado); por tanto, se preparé el reactivo con 30 ml de
H.,SO4 concentrado, 50 ml de agua destiladay 1,5 ml FeCL;.6H,0 0.5M de los 10 ml preparados (Ecuacién
3).

A continuacion, se prepard una solucién madre de 5 mg/5ml de acetona al 80% para realizar

soluciones patrén con concentraciones de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 y 50 pg/ml por triplicado (Tabla 5) y
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generar la oxidacién de las moléculas de indol mediante el dcido percldrico permitiendo una coloracion
rosada a fucsia. Utilizando las soluciones patrdn, se construyd una curva de calibracién de acido indol
acético (AlA) midiendo la absorbancia a 530 nm usando un espectrofotémetro UV-VIS y posteriormente
se hall6 el coeficiente de correlacidén aceptable de las auxinas de R2 entre 0,97 a 1 (Diaz, 2018).

Tabla 5

Estdndares para la curva de calibracion de AlA

Solucion madre Curva estandar

volumen solucién Volumen de agua lecturas de
madre (ul) (ul) AlA (ug/ml) absorbancia
0 0 0 0

5 995 5 0,091

10 990 10 0,179

15 985 15 0,275

20 980 20 0,359

25 975 25 0,435

30 970 30 0,518

Nota. La columna volumen solucién madre (ul) indica el volumen que se tomé para
realizar diluciones y llegar a las concentraciones requeridas para construir la curva
estandar de AIA; la columna volumen de agua (ul) indica el volumen de agua
destilada para construir la solucion madre; la columna AIA (ug/ml) indicara la
concentracion esperada de AlA. Recuperado de Intriago (2021).

Para el andlisis en planta de acido indol acético (AIA), se tomaron muestras de raiz previamente
lavadas con agua destilada por tratamiento, evitando la exposicidn a la luz, se colocaron las raices en
tubos Falcon previamente rotulados y envueltos con papel aluminio y se afiadié acetona al 80% hasta
cubrir totalmente las raices, se dejo reposar a -4°C durante 5 dias, tapando los tubos correctamente,
para evitar la degradacion del AlA. A continuacion, se pesé un gramo de raiz, se maceré finamente y se
filtrd, posteriormente se recolecté 500 ul de cada muestra filtrada en tubos de ensayo (envueltos de
papel aluminio) y se aiadid 1,5 ml de reactivo de Salkowski, se dejé reposar durante 30 minutos sin
exponer las muestras a la luz y tapando correctamente los tubos. Se homogenizé las muestras con vortex

a 500 RPM durante dos minutos, y se colocd 1500 ul en cada celda por muestra y por duplicado para ser
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llevados al espectrofotometro para evaluar (AIA) (Figura 17) (Intriago, 2021).
Figura 16

Deteccion y cuantificacion de auxinas en raices de L. mutabilis

Nota. a) y b) Toma de muestras de raiz y peso de 1 g de cada muestra, c) colocacion las raices en tubos

Falcon envueltos con papel aluminio y acetona al 80% hasta cubrir totalmente las raices, d) reposo de las
muestras a -4°C durante 5 dias, e) y f) maceracion y filtracién de las muestras de raiz, g) recolecta de 500
ul de cada muestra filtrada en tubos de ensayo y adicion de 1,5 ml de reactivo de Salkowski, se dejé reposar
durante 30 minutos, se homogenizé con vortex, h) se colocé 1500 ul en cada celda por muestra y por
duplicado para ser llevados al espectrofotometro para evaluar (AlA). Autoria propia.

Andlisis de informacion
El experimento se dispuso bajo un disefio completamente al azar (DCA) con cuatro repeticiones,
mediante el siguiente modelo matematico:
Yij=p+A+eij

Doénde:
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Yij = Variable de respuesta
U =Media general

A= Efecto de la i-ésima aplicacion

La disposicidon del experimento en el invernadero se puede apreciar en la figura 9.

Las variables de respuesta se analizaron mediante estadistica descriptiva (media y desviacion
estandar). Para comparar el efecto de las inoculaciones periddicas de B. subtilis Ctpx2-1y Ctpx3-5 sobre
las variables mencionadas se realizé un analisis de varianza ANOVA y pruebas de comparacién de Tukey

al 5%. Todos los analisis seran realizados en el software estadistico INFOSTAT.
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CAPITULO IV
RESULTADOS
Variables agrondémicas
Altura de la planta
Las medias de la altura de plantas tratadas con inoculaciones periddicas de B. subtilis CtpxS2-1
(1x10° UFC/ml), B. subtilis CtpxS3-5 (1x10°® UFC/ml) y testigo (agua destilada), durante el periédo de tres
meses, no presentaron diferencias significativas.
Figura 17

Altura de las plantas de chocho (cm) durante tres meses de aplicacion, a partir de la formacion de

plantulas (30 dias)
——CipxS2-1 CtpxS83-5 TestEo
0,80
RE= 10,6521
075
o R*=0,7615
R*= 0,874
= 0,65 3 :
g
g 0.60
5 055
=
=2 050 I
2 0,50
£ 045
= 0,40
:.35 /’/
0,30 1

© Tiempo (dias)

Nota. Variacién de las alturas en plantas de chocho cada 15 dias. Autoria propia
Sin embargo, se puede evidenciar que las inoculaciones sucesivas de B. subtilis CtpxS2-1
indujeron el crecimiento a lo largo de los tres meses. Mediante inoculaciones sucesivas con la cepa
CtpxS3-5 se logré un mayor incremento en la altura, en comparacidn con el testigo (Figura 17).
De acuerdo a lo indicado, mediante inoculaciones periddicas con las cepas CtpxS2-1y CtpxS3-5 a
partir del dia 30 hasta los 75 dias, se logrd respuestas positivas del 88% y el 65% respectivamente en

relacién a la altura de planta (Figura 17).
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Area de raices

Las medias del area de las raices de chocho, tratadas con B. subtilis cepa CtpxS2-1y CtpxS3-5 no
presentaron diferencias significativas. Sin embargo, se obtuvo modelos de regresién lineal entre el
promedio del drea (cm?) y el volumen (cm?), de las raices de las plantas de chocho tratadas con B. subtilis
cepa Ctpx2-1 (Figura 18a) y Ctpx3-5 (Figura 18b), las mismas que muestran una correlacién altamente
significativa entre estas variables, lo que sugiere que, a medida que aumenta el area de raices también,
aumenta el volumen de las raices.

Por lo tanto, las raices de las plantas de chocho tratadas con inoculaciones periddicas B. subtilis
CtpxS2-1y CtpxS3-5 muestran respuestas numéricamente positivas del 64% y el 84% respectivamente
entre el drea (cm?) y el volumen (cm3), sin embargo, el testigo obtuvo valores numéricamente menores

para la correlacidn entre el area y volumen (Figura 18c), que las raices tratadas con B. subtilis.

Figura 18
Correlacion entre el drea y volumen de raices de chocho tratadas con B. subtilis cepa CtpxS2-1y CtpxS3-5

a) 2 b)
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Nota. a) Correlacion entre el drea y volumen de B. subtilis CtpxS2-1 (1x10° UFC/ml), b) Correlacién
entre el drea y volumen de B. subtilis cepa CtpxS3-5 (1x10° UFC/ml), c) Correlacidn entre el dreay
volumen del Testigo (agua destilada). Autoria propia
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Dindmica poblacional de Bacillus subtilis

Se evalué la dindmica poblacional a partir de muestras de rizdsfera inoculadas con B. subtilis por
tratamiento y repeticidon cada 15 dias de la inoculacion. Los resultados indican que el tratamiento
inoculado con B. subtilis Ctpx2-1 tuvo mayor nimero de Unidades Formadoras de Colonias por gramo de
rizosfera recolectado (UFC/g). Por lo tanto, se evidencia que B. subtilis en |a rizésfera de las plantas de
chocho, la cepa CtpxS2-1 presentd un inicio de estabilidad alrededor de 5,82 log10 (UFC/g) y 6,09 log10
(UFC/g) de la cepa CtpxS3-5 a lo largo de tres meses de inoculaciones. (Figura 19).
Figura 19
Dindmica poblacional de inoculaciones periddicas de B. subtilis Ctpx2-1 y Ctpx3-5, en la rizdsfera de

plantas de chocho a lo largo de tres meses.
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Nota. a) Poblacién de B. subtilis cepa CtpxS2-1, CtpxS3-5 y testigo, recuperados de la
rizosfera de los cultivares de chocho. Para mejorar la homogeneidad de las varianzas,
los datos de concentracidn bacteriana se transformaron a Log10 (UFC/g), cada punto
representa la media + DE, de seis inoculaciones realizadas cada 15 dias. Autoria
propia.

Adicionalmente, a partir del método de dilucidn y siembra en placa (medio NYDA), realizado con
muestras de rizdsfera inoculada con B. subtilis CtpxS2-1 (1x10° UFC/ml) y B. subtilis CtpxS3-5 (1x10°

UFC/ml) cada 15 dias, la cepa CtpxS2-1 presentd mayor crecimiento progresivo comparado con el
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testigo, producto de diluciones sucesivas desde 10, 103,10 por triplicado (Figura 20).
Figura 20
Dilucién y plateo de B. subtilis CtpxS2-1 (10, 103 y 10 UFC/ml) colectado de la rizésfera de chocho y

crecido en medio NYDA

B. subtilis
d CtpxS2-1(10%)

Nota. a) B. subtilis CtpxS2-1 (1x10* UFC/ml), medio NYDA, b) Diluciones sucesivas de B.
subtilis CtpxS2-1 (102, 103y 10™*) por triplicado en medio NYDA, incubadas a 28°C +2 por
24 horas. Autoria propia.

Variables fisioldgicas
Fijacion de nitrégeno atmosférico

Los resultados obtenidos a partir de las dos cepas de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 (Figura 20a,c)
y las colonias obtenidas del sustrato inoculado de cada tratamiento (Figura 20b,d), evidencian el
crecimiento de B. subtilis en el medio libre de nitrégeno (Ashby manitol), al igual se puede verificar que
en el testigo existe crecimiento de bacterias en este caso Rizhobium (control), bacteria simbidtica
fijadora de nitrégeno propia de plantas de chocho; dado esto se evidencia también, su control negativo
Pseudomonas sp. (bacteria libre de nitrégeno) (Figura 20e), realizando diluciones sucesivas hasta la 1073,

las cuales se sembraron en el medio ASHBY (medio sélido libre de nitrégeno).
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Figura 21

Inoculaciones en medio Ashby Manitol de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 (1x10° UFC/ml).
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Nota. a) B. subtilis CtpxS2-1 (1x10% UFC/ml) en medio Ashby manitol b) Sustrato inoculado con B. subtilis
CtpxS2-1(1x10° UFC/ml) en medio Ashby manitol c) B. subtilis cepa CtpxS3-5 (1x10° UFC/mI) en medio
Ashby manitol, d) Sustrato inoculado con B. subtilis CtpxS3-5 (1x10° UFC/ml) en medio Ashby manitol, e)
Pseudomonas sp. 1x10® UFC/ml) en medio Ashby manitol f) Rizhobium 1x10® UFC/ml) en medio Ashby
manitol. Autoria propia
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Respecto al contenido de proteina, obtenido a partir de la colecta de hojas frescas de L. mutabilis
por tratamiento y repeticidn, no presentaron diferencias significativas. Sin embargo, se obtuvo
promedios mayores en el contenido proteico en el tratamiento inoculado con B. subtilis cepa CtpxS3-5
de 8842,05 mg de proteina extraida/g de material seco, a comparacion del tratamiento B. subtilis

CtpxS2-1 con 7532,77 mg/g (Figura 22).

Figura 22
Representacion de los promedios y limites superiores e inferiores del contenido proteico por cada gramo

de material seco en hojas de L. mutabilis producto de inoculaciones con B. subtilis.
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Nota. Inoculaciones de B. subtilis cepa CtpxS2-1 (1x10® UFC/ml), B. subtilis cepa CtpxS3-
5 (1x10° UFC/ml), T3 testigo (agua destilada). Autoria propia.

indice de contenido de clorofila.

Con relacioén al indice de clorofila los resultados obtenidos mediante el Fluorimetro CCM-200
Clorophyll Content Meter (Opti-Science), tomados cada 15 dias en 3 foliolos de las hojas de las plantas
de chocho, no presentaron diferencias significativas, pero se obtuvo una mayor tendencia al incremento
en el contenido de clorofila con B. subtilis de la cepaCtpx3-5, con valores que fluctdan entre 26 a 44

unidades de CCl como indica la figura 23.
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Figura 23

Efecto de inoculaciones periddicas de B. subtilis cepa Ctpx2-1, Ctpx3-5 y testigo en hojas de L. mutabilis

Tratamiento
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Nota. T1 con cuatro repeticiones: B. subtilis cepa CtpxS2-1 (1x10° UFC/ml), T2 con

cuatro repeticiones (B. subtilis cepa CtpxS3-5 (1x10° UFC/ml), T3 con cuatro

repeticiones (agua destilada). Autoria propia.

Figura 24

Efecto de inoculaciones periddicas de dos cepas de B. subtilis en clorofila a (Chla), clorofila b (Chlb) y

clorofila total (Chla+b) en hojas de L. mutabilis
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Nota. T1 con cuatro repeticiones: B. subtilis cepa CtpxS2-1 (1x10° UFC/ml), T2 con
cuatro repeticiones: B. subtilis cepa CtpxS3-5 (1x10° UFC/ml), T3 con cuatro

repeticiones: testigo (agua destilada). Autoria propia.
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Adicionalmente, se realizd la extraccién de clorofila (Chla, Chlb y Chla+b), mediante métodos
bioquimicos, los cuales presentaron diferencias significativas, para cada tratamiento y repeticidn (Fs2s=
6,94; P< 0,0150) (Tabla 6).

El contenido de Chla+b en el tratamiento con B. subtilis Ctpx2-1, y con B. subtilis Ctpx3-5,
presentaron mayor contenido 12,12 ug/mly 12,48 ug/ml respectivamente, comparado con el

tratamiento testigo con un promedio de 6,31 ug/ml (Figura 24).

Tabla 6
Promedio * desviacion estdandar del contenido de clorofila total (Chla+b), en hojas frescas de chocho al

final de la fase experimental.

Tratamiento Chla+b

Ctpx2-1 12,12+1,34 A
Ctpx3-5 12,48 2,96 A
Testigo 6,31+3,34 B

Nota. Medias en la misma columna con letra diferente difieren
estadisticamente (Tukey, a> 0,05).

Solidos solubles totales.
Las medias de los datos obtenidos de sélidos solubles totales de hojas de L. mutabilis tratadas
con inoculaciones periddicas en la rizdsfera de B. subtilis CtpxS2-1 (1x108 UFC/ml), B. subtilis CtpxS3-5

(1x10° UFC/mlI) (F4,256= 6,47 P=0,0182), presentaron diferencias significativas.

El tratamiento de la cepa Ctpx3-5 presentd mayor contenido de sdlidos solubles totales con un

promedio de 5,25 (mg/g), a comparacion del testigo con un valor menor de 2,88 (mg/g) (Tabla 7).
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Tabla 7

Promedio * desviacion estdndar del contenido de sdlidos solubles totales (SST), en hojas frescas de

chocho al final de la fase experimental.

Tratamiento SST (mg/ g)

Ctpx3-5 5,25+1,19 A
Ctpx2-1 3,50 £ 0,91 A B
Testigo 2,88+0,75 B

Nota. Medias en la misma columna con letra diferente
difieren estadisticamente (Tukey, a> 0,05)

Solubilizacién de fosfatos

Con relacion a la solubilizacion de fésforo, los resultados obtenidos mediante diluciones
sucesivas (hasta 10%) de las colonias de B. subtilis CtpxS2-1 (Figura 25b) y CtpxS3-5 (Figura 25d) y
muestras de rizosfera inoculadas con B. subtilis CtpxS2-1 (Figura 25a) y CtpxS3-5 (Figura 25c) en medio
Pikovskaya, presentaron un halo de crecimiento transparente alrededor de las colonias, considerando
resultados positivos al evidenciar el viraje de color por efecto de la solubilizacién de fosfato (Romero e

al., 2019), a comparacién del testigo (Figura 25f) que no desarrollé halo de crecimiento.

t
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Figura 25

Inoculaciones de B. subtilis CtpxS2-1y CtpxS3-5 en medio Pikovskaya, dilucién 1073

B. subtilis CtpxS2-1

B. subtilis CtpxS3-5

¥
/

o i N - - "
3 =l s uistrato Testigo

Nota. a) Sustrato inoculado con B. subtilis CtpxS2-1(1x10% UFC/mI) en medio Pikovskaya, b) B.
subtilis CtpxS2-1 (1x10® UFC/ml) en medio Pikovskaya, c) Sustrato inoculado con B. subtilis
CtpxS3-5 (1x10°® UFC/ml) en medio Pikovskaya d) B. subtilis cepa CtpxS3-5 (1x103 UFC/ml) en
medio Pikovskaya, e) Pseudomonas (1x10® UFC/ml) en medio Pikovskaya f) Sustrato Testigo
(1x10® UFC/mI) en medio Pikovskaya. Autoria propia
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Deteccion y cuantificacion de auxinas

Con relacion a la cuantificacidn y deteccidn de auxinas (AlA) por espectrofotometria, a partir de
muestras de raiz de las plantas de chocho inoculadas con B. subtilis Ctpx3-5 y Ctpx2-1, presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos (Fs,25=26,9, p<0,0002) como indica la tabla 10.

Se evidencié mayor concentracidn de AIA (21,5 mg/ml) en las raices de las plantas de chocho
tratadas con inoculaciones periddicas de B. subtilis Ctpx3-5, al igual que el tratamiento B. subtilis de la
cepa Ctpx2-1 con 20,46 mg/ml de auxina, a comparacién del testigo con una concentracién de 12,46
mg/ml de auxina (Figura 26).

Figura 26
Efecto de inoculaciones con dos cepas de B. subtilis en los promedios y limites superiores e inferiores de

auxinas (mg/ml) en hojas de L. mutabilis a lo largo de tres meses
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CtpxS2-1 CtpxS3-5 Testigo
Nota. B. subtilis cepa CtpxS2-1 (1x10® UFC/ml), B. subtilis cepa
CtpxS3-5 (1x10° UFC/ml), Testigo (agua destilada). Autoria propia.
Tabla 8

Promedio * desviacion estdndar del contenido de auxinas (AlA), en hojas frescas de chocho al final de la

fase experimental.

Tratamiento AIA (mg/ml)

CtpxS2-1 20,66 £ 2,23

CtpxS3-5 21,05+1,74 A
Testigo 12,46 £1,69 B

Nota. Medias en la misma columna con letra diferente difieren
estadisticamente (Tukey, a> 0,05). Autoria propia
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CAPITULO IV
DISCUSION

Las inoculaciones periddicas de B. subtilis de las cepas CtpxS2-1y CtpxS3-5 promovieron mayor
crecimiento de las plantas de chocho, estos resultados fueron similares a los obtenidos por Falconi et al.,
(2022) evaluando la induccidén en la resistencia sistémicay promocion de crecimiento contra
antracnosis, en plantas de chocho mediante la inoculacién de B. subtilis (Yanez & Falconi, 2021); como
también en el estudio realizado en Solanum lycopersicum (tomate), utilizando PGPR del género B.
subtilis para promover el crecimiento del tomate y para el control bioldgico de patégenos
como Fusarium (Ruelas et al., 2023).

Al evaluar el establecimiento de la bacteria en la rizésfera de plantas de chocho, se evidencid
gue en los primeros 30 dias no hubo crecimiento de B. subtilis de las cepas CtpxS2-1y CtpxS3-5,
resultados que coinciden con Feng et al. (2016), en cuyo estudio mencionaron que la poblacién de B.
subtilis inicialmente se reduce en la filosfera de fresa bajo invernadero, pero mas del 50% en el campo,
por lo que se puede sustentar que Bacillus subtilis son bacterias dependientes de factores ambientales
que interfieren directamente en la estabilidad y producciéon de metabolitos, evidenciando la dificultad
de predecir la respuesta de las bacterias cuando se liberan al medio natural (Falconi et al.,2022)

Sin embargo, segun Falconi et al. (2022) una vez que alcanza la adhesion y colonizacion en la
rizésfera o fildsfera, la poblacidn de B. subtilis llega a permanecer estable por un periodo de tiempo
equivalente a 7,0 log10 UFC/g, evaluado en la filésfera del lupino después de la pulverizacion de la
bacteria durante dos meses, datos que al comparar con esta investigacion fueron distintos, lo cual se
evidencio que en la rizdsfera inoculada en plantas de chocho con B. subtilis la cepa CtpxS2-1 presentd a
una estabilidad de alrededor de 5,82 log10 (UFC/g) y 6,09 log10 (UFC/g) de la cepa CtpxS3-5 a lo largo
de tres meses de inoculaciones continuas (Figura 19).

Segun lo indicado, Castafieda & Sanchez (2016) mencionan que B. subtilis demuestra ser una de
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las especies con mayor velocidad de crecimiento (Falconi et al., 2022), llegando a estabilizarse para
posteriormente descender evidenciando que la tasa de reproduccidn es igual a la de mortalidad, proceso
donde los microorganismos mueren en diferentes periodos ya que no todas se desarrollan en el mismo
tiempo.

Las rizobacterias (PGPR) son capaces de producir sustancias organicas como auxinas, giberelinas,
etileno, acido abscisico y citoquininas (Cabello et al., 2019), permitiendo el desarrollo y regulacion de
parametros fisioldgicos, bioquimicos y morfolégicos (Camelo et al., 2011), como se sustenta en algunos
estudios realizados en plantulas de trigo (T. aestivum L.) (Abbasi et al., 2011), tomate (S. lycopersicum
L.)(Almoneafy et al., 2012) y chocho (L. mutabilis) (Yanez & Falconi, 2021); los cuales en este estudio los
resultados fueron similares verificando la promocidn de crecimiento mediante inoculaciones periddicas
de B. subtilis presentado incremento de AlA en las raices de las plantas de chocho, donde la cepa Ctpx3-
5 obtuvo 21,5 mg/ml de AIA comparado con el tratamiento testigo de 12,46 mg/ml de auxina presente
en las raices de chocho (Figura 26). A Su vez, El valor del 65% de los datos de la altura en plantas de
chocho desde los 30 a los 75 dias, tratadas con inoculaciones periddicas de CtpxS3-5, presentaron
respuestas numéricamente positivas frente al testigo (Figura 17d); coincidiendo con Castafieda &
Sanchez (2016) que mencionan que la tasa de crecimiento maxima de las plantas, estan limitadas por la
capacidad de las bacterias de procesar nutrientes; Cabello et al. (2019) menciond en su estudio que la
concentracién de IAA es directamente proporcional al crecimiento del tallo inhibiendo el crecimiento de
raiz, mediante inoculaciones de B.subtilis que promovieron el crecimiento del tallo en un 45% a
comparacién del 17% del control absoluto.

Rojas et al. (2016) verificaron que mientras las auxinas estimulan el crecimiento de los tallos y
coledptilos, inhiben el crecimiento de la raiz primaria, pero estimulan la formacién de raices secundarias,
coincidiendo con los resultados en esta investigacion, donde el 84% de los datos presentaron respuestas
positivas entre el volumen (cm?) y drea (cm?) de las raices de las plantas de chocho tratadas con
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inoculaciones de B. subtilis CtpxS3-5 obteniendo mayor formacién de raices secundarias y por tanto,
aumento en el areay volumen de raices, e inhibiendo el crecimiento de raiz primaria debido al
incremento de AlA, a su vez el 64% de los datos de las raices de las plantas de chocho tratadas con
B.subtilis CtpxS2-1 presentaron respuestas numéricas mas bajas en el drea y volumen, estimulando el
crecimiento de la raiz primaria y reduciendo las raices secundarias debido a la disminucién de AIA,
Corrales et al. (2017) mencionaron que los efectos benéficos del género Bacillus en la rizdsfera
estdn relacionados con la produccidn de auxinas afectando el crecimiento de raices laterales y
permitiendo el aumento de la capacidad de la planta en la absorcién de nutrientes, a partir de
mecanismos de fijacién bioldgica de nitréogeno (Ortega et al., 2022) y la solubilizacién de fésforo
(Gonzélez, 2019); lo que esta relacionado con esta investigacion donde se evalud el contenido de
proteina a partir de la colecta de hojas frescas de L. mutabilis obteniendo promedios mayores en el
contenido proteico en el tratamiento inoculado con B. subtilis CtpxS3-5 de 8842,05 mg de proteina

extraida/g de material seco, a comparacion del testigo (Figura 22).

A su vez, el contenido de sdlidos solubles totales determinado en esta investigacion en hojas de
las plantas de chocho inoculadas con B. subtilis CtpxS2-1 (1x10° UFC/ml), B. subtilis CtpxS3-5 (1x10°
UFC/ml) (F42s6= 6,47 P=0,0182), presentaron diferencias significativas, donde la cepa Ctpx3-5 tuvo
mayor contenido de sélidos solubles totales con un promedio de 5,25 (mg/g), a comparacién del testigo
(Tabla 9), permitiendo evaluar la cantidad de carbohidratos solubles y compuestos nitrogenados
presentes por gramo de material vegetal fresco, coincidiendo con lo obtenido con Bonilla et al. (2021)
guienes mencionan que Bacillus esta conformado por dos componentes proteicos (b-proteinas y a-
proteinas) sensibles al oxigeno, que regulan la enzima nitrogenasa permitiendo la disponibilidad de
nitrégeno en las plantas, quienes sugieren realizar el andlisis proteico y sélidos solubles totales para
verificar el proceso de fijacién de N, de las rizobacterias.

Ademas, se determiné cualitativamente la capacidad fijadora de nitréogeno de las cepas y de la
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rizésfera inoculada de B. subtilis CtpxS2-1 (1x10°% UFC/ml), B. subtilis CtpxS3-5 (1x10° UFC/ml) en medio
libre de nitrogeno (Ashby manitol), presentando notablemente crecimiento de las cepas estudiadas; al
igual se aislé Pseudomonas sp. como control negativo, concordando con Bonilla et al. (2021) quien
menciona que las Pseudomonas sp. a pesar de ser consideradas como bacteria de vida libre, no
presentan crecimiento en medio libre de nitrégeno, coincidiendo con Sangoquiza et al. (2018) quienes
mencionan que las caracteristicas principales de Pseudomonas sp. son el control de patégenos,
produccién de siderdforos y como solubilizador de fésforo.

La solubilizacidn de fésforo evaluado de las cepas de B. subtilis CtpxS2-1 (Figura 25b) y CtpxS3-5
(Figura 25d) y de las muestras de rizdsfera inoculada en medio Pikovskaya, evidenciaron un cambio de
viraje, con resultados similares al estudio realizado por Mejia et al. (2022), quienes mediante
inoculaciones de Bacillus sp., y B. cereus en plantulas de chile habanero (C. chinense Jacg.), evidenciaron
la capacidad solubilizadora de fésforo y produccidn de auxinas mediante aislados en medio Pikovskaya
que fueron considerandos positivos debido a la formacién de halos de color amarillo en el medio de
cultivo que contenia azul de bromofenol como indicador.

La identificacidn de clorofila en vegetales permite estimar el estado de nutrientes en el cultivo
como el nitrégeno, hierro y magnesio, segun el estudio realizado por Alamilla et al. (2020) en plantas de
acelga, B. subtilis (0.92mg/ml £ 0.25) y vermicomposta (0.92 mg/ml + 0.23) presentaron un aumento en
la promocidn de crecimiento, concentraciones de clorofila y carotenos; datos que coinciden con esta
investigacion tomados cada 15 dias en 3 foliolos de las hojas del tercio medio de las plantas de chocho
obteniendo una mayor tendencia en el contenido de clorofila del tratamiento inoculado con B. subtilis
Ctpx3-5, con valores que rodean de 26 a 44 unidades de CCl como indica la figura 23, utilizando el
dispositivo CCM-200 Clorophyll Content Meter (Opti-Science), coincidiendo con Callejas et al. (2013) que
a partir de los dispositivos SPAD-502 (650 nm rojo y 940 nm infrarrojo) y CCM-200 (665 nm rojo y 940
nm infrarrojo) midieron el contenido de clorofila en hojas de V. vinifera var. Thompson Seedless y Red
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Globe, obteniendo mayor concentracién de clorofila y tasas altas de eficiencia fotosintética en el tercio
medio en hojas mas cercanas al racimo durante periodos de brotacién y floracidn, debido a la alta
movilidad que posee el nitrégeno en el tercio medio de las plantas, permitiendo la acumulacion de
clorofila y nitrégeno en las hojas, a su vez destacaron la importancia de la eleccién del estado fenoldgico
y la ubicacidn de la toma de datos con estos instrumentos para obtener datos confiables.

Ademas, se realizd la extraccidn de clorofila (Chla, Chlb y Chla+b) mediante métodos
bioquimicos, los cuales presentaron diferencias significativas para cada tratamiento y repeticidn (Fs,25=
6,94; P< 0,0150) (Tabla 8). El contenido de Chla+b en el tratamiento con B. subtilis de la cepaCtpx2-1, y el
tratamiento con B. subtilis de la cepaCtpx3-5, presentaron mayor contenido 12,12 ug/mly 12,48 ug/ml
respectivamente, que el tratamiento testigo con un promedio de 6,31 ug/ml (Figura 24); lo que
concuerda con Acurio et al. (2020) donde se inocularon bacterias promotoras de crecimiento
de Bacillus sp. a plantulas de S. lycopersicum evidenciando el aumento de la actividad fotosintética al
doble frente a los controles, permitiendo que los nutrientes estén a disposicién para la planta, evitando

procesos de estrés.
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CAPIiTULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Las inoculaciones periddicas de Bacillus Subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 incrementaron las
nitrogenasas, fitasas, y crecimiento del chocho bajo invernadero.

El efecto de inoculaciones periddicas de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 sobre la altura y drea de
las plantas de chocho, la cepa CtpxS3-5 presentd mayor altura (R?=0,65) y correlaciones
significativas (R?=0,84) entre el 4rea y el volumen de las raices de las plantas obteniendo mayor
formacidn de raices secundarias.

De acuerdo a la dinamica poblacional de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 presentes en la rizésfera
del suelo del chocho, la cepa Ctpx2-1 tuvo mayor nimero de Unidades Formadoras de Colonias
por cada gramo de rizdsfera recolectado (UFC/g), logrando estabilidad alrededor de 5,82 log10
(UFC/g) después de cada aplicacion a lo largo de tres meses de evaluacidn.

Con aplicaciones periddicas B. subtilis CtpxS3-5 se obtuvo los mejores resultados en cuanto a la
fijacion de nitrégeno (8842,05 mg/g); indice de clorofila (26 a 44 unidades de CCl); sélidos
solubles totales (5,25 mg/g); solubilizacion de fosforo evidenciando cambio positivo al
desarrollar un halo transparente alrededor de las colonias; y mayores concentraciones de AIA

(21,5 mg/ml) en las raices.

74



Recomendaciones

Con la finalidad de aumentar la promocién de crecimiento y mejorar la disponibilidad de fitasas y

nitrogenadas en las plantas se recomienda el uso de B. subtilis Ctpx2-1y Ctpx3-5.

Realizar investigaciones complementarias para B. subtilis Ctpx2-1y Ctpx3-5 con la finalidad de
mejorar la capacidad de crecimiento y comportamiento con respecto a las condiciones
fisiolégicas, agrondmicas y ambientales.

Realizar aplicaciones periddicas con B. subtilis Ctpx2-1y Ctpx3-5 en periodos de tiempo mas
corto, con el fin de aumentar las unidades formadoras de colonia en la rizésfera y mejorar la
calidad y productividad de las plantas.

Es importarte efectuar control de calidad del producto para lograr mejores resultados en los
beneficios de Bacillus sobre las plantas.

En las inoculaciones realizadas con el medio Pikovskaya es recomendable afiadir azul de
bromofenol, para hacer mas notoria la presencia de halos de color amarillo en el medio de

cultivo como respuesta positiva a la solubilizacidn de fésforo de las bacterias.
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