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Resumen

En la actualidad diversos estudios han evidenciado que las bacterias promotoras de crecimiento
qgue mejoran la disponibilidad de nutrientes reducen el estrés abidtico, aumenta las defensas de
las plantas y ayudan a combatir los patégenos. El objetivo de este estudio fue evaluar dos cepas
de B. subtilis (Ctpx2-1 y Ctpx3-5) en la promocién de crecimiento de plantas de maiz (Zea mays)
en etapa juvenil, el estudio tuvo una duracion de 90 dias y fue realizado en la Hacienda el Prado,
ubicada en la provincia de Pichincha — Ecuador. Se utilizé un disefio completamente al azar
(DCA) para medir las variables de altura de planta, indice de contenido de clorofila, contenido de
auxinas, accion enzimatica, biomasa y dindmica poblacional en la rizosfera de las plantas. Los
datos se sometieron a un analisis de varianza y cuando hubo diferencias significativas las medias
se discriminaron mediante la prueba de Tukey (p< 0.05). En la mayoria de las variables
estudiadas como son accion enzimatica, acido indolacético, y contenido de clorofila se obtuvo
que el efecto células de B. subtilis sobre las variables medidas mostraron diferencias
significativas comparado con el tratamiento control. En conclusion, con la inoculacion de dos
cepas de B. subtilis (Ctpx S2-1 y Ctpx S3-5) se demostré tener una respuesta favorable en la
promocién de crecimiento, contenido de acido indolacético y accion enzimatica de plantas de
maiz en etapa juvenil, siendo la cepa Ctpx S2-1 la que mas destacd positivamente en las

variables estudiadas.

Palabras clave: MAIZ ,BACILLUS SUBTILIS, ACCION ENZIMATICA, DINAMICA

POBLACIONAL
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Abstract

Currently, several studies have shown that growth-promoting bacteria improve nutrient availability,
reduce abiotic stress, increase plant defenses, and help combat pathogens. The objective of this
study was to evaluate two strains of B. subtilis (Ctpx2-1 and Ctpx3-5) in the growth promotion of
maize (Zea Mays) plants in juvenile stage, the study lasted 90 days and was conducted at
Hacienda el Prado, located in the province of Pichincha - Ecuador. A completely randomized
design (CRD) was used to measure the variables of plant height, chlorophyll content index, auxin
content, enzymatic action, biomass and population dynamics in the rhizosphere of the plants. The
data were subjected to an analysis of variance and when there were significant differences the
means were discriminated by Tukey's test (p< 0.05). In most of the variables studied, such as
enzymatic action, indoleacetic acid, and chlorophyll content, the effect of B. subtilis cells on the
variables measured showed significant differences compared to the control treatment. In
conclusion, the inoculation of two strains of B. subtilis (Ctpx S2-1 and Ctpx S3-5) showed a
favorable response in the promotion of growth, indoleacetic acid content and enzymatic action of
maize plants at the juvenile stage, with the Ctpx S2-1 strain being the one that stood out most

positively in the variables studied.

Keywords: CORN, BACILLUS SUBTILIS, ENZYMATIC ACTION, POPULATION

DYNAMICS
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CAPIiTULO |
INTRODUCCION
Antecedentes

El uso excesivo de agroquimicos en la agricultura ha causado una significativa
contaminacion de los sistemas naturales y resistencia de ciertas enfermedades de interés
agricola. Por tanto, la aplicacion y uso de productos biolégicos como medios sustitutivos a los
tradicionales benefician el cuidado del medio ambiente, preservan recursos naturales y cuidan
la salud humana. Los microorganismos se han convertido en una herramienta fundamental
para la produccién agricola por su capacidad de promover la mejora y crecimiento de las
plantas hasta el punto de ser comercializados como productos agricolas. Los microorganismos
constituyen elementos importantes para el desarrollo fisiolégico de las plantas. Pueden
desarrollar el mismo papel de los fungicidas, pesticidas y fertilizantes quimicos, actuando como
biofertilizantes y biopesticidas (Balaraju, 2014)

Las PGPR son muy estudiadas hoy en dia por su potencial no solo para la mejora en el
crecimiento de cultivos o el ejercicio como agentes de biocontrol, sino también en la variedad
de posibilidades tanto de descontaminacién de suelos como de reforestacion y recuperacion de
ecosistemas (Sanchez, 2020).

En diversos estudios se ha evidenciado que las bacterias promotoras de crecimiento
(PGPR) mejoran la disponibilidad de nutrientes, reducen el estrés abibtico, aumenta las
defensas de las plantas y ayudan a combatir los patdégenos y a la vez promueven el
crecimiento vegetal mediante diferentes mecanismos, tanto directos como indirectos, al tiempo
que inducen la resistencia sistémica de las plantas tanto a estreses biéticos (ataques de
patégenos) como abidticos (sequia, salinidad, temperatura, contaminantes entre otros(Méndez

y Gutiérrez, 2019).
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Los inoculantes a base de rizdébacterias son una alternativa biotecnoldgica en la
agricultura sostenible que puede reducir los costos de produccién en las practicas agricolas.
También ayudan a reducir el uso de fertilizantes sintéticos , pesticidas y acondicionadores
artificiales que afectan negativamente a los ecosistemas naturales, de esta manera promueven
hacia una agricultura mas ecoldgica, se estan investigando cepas bacterianas modificadas
genéticamente que mejoran e incluso potencian la accion e interaccion con las plantas, cuando
anteriormente las condiciones eran desfavorables, debido a los cultivos, a los suelos o a los
propios microorganismos (Rodriguez y Velasco, 2020).

Justificaciéon

A medida que la poblacion se eleva en numero, la demanda de alimentos también
aumenta, en consecuencia, la agricultura convencional intensifica el uso de agroquimicos,
acarreando con ello, riesgos a la salud, al ambiente y la economia de productores y
consumidores. En este contexto los biofertilizantes bioldgicos y ciertas practicas agroecologicas
son una alternativa importante y valida en el Ecuador. En las ultimas décadas ha aumentado la
investigacion sobre el uso de PGPR, no solo porque puede acelerar el crecimiento de los
cultivos o como biopesticida, sino también porque tiene aplicaciones prometedoras en la
reforestacion y restauracion de ecosistemas (Shen y Ran, 2011).

Por otro lado la sanidad y la productividad en el cultivo de chocho en el Ecuador ha
mejorado, en cuanto a semillas y a lo largo del ciclo del cultivo cuando son tratadas con B.
subtilis.Se ha demostrado que las rizébacterias son capaces de producir metabolitos de
importancia agricola, entre los que destacan el acido salicilico, los sideréforos y las
fitohormonas; de estos ultimos, el acido indolacético (IAA) es la auxina mas conocida y
estudiada, que juega un papel principal en el crecimiento de los cultivos. De acuerdo con
estudios realizados por (Yanez y Falconi, 2018) B. subtilis produce lipopéptidos antifungicos
que son factores clave para mejorar la salud de las plantas mediante el antagonismo directo de

los patégenos, asi como mediante la induccion del crecimiento y los mecanismos de defensa a
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través de la colonizacién eficaz de las raices hospedantes.Se demostré la capacidad

antifungica de B.subtilis contra patégenos como Colletotrichum acutatum en chocho y a su vez

el efecto de la bacteria para promover la sintesis de catalasa, peroxidasa y 17 superéxido
dismutasa, sustancias precursoras de la resistencia vegetal ayudando a promover el
crecimiento de radiculas y plumulas en semilla pre-inoculada.(Yanez y Falconi, 2021)
Objetivos
Objetivo general

Determinar el efecto de células de B.subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en la promocion de
crecimiento (altura, indice de clorofila, biomasa), produccién de auxinas (acido indol acético),
accion enzimatica (fitasas y nitrogenasas) en plantas de maiz (Zea mays) en un periodo de 3
meses.
Objetivos especificos

1. Cuantificar la promocion de crecimiento en plantas de maiz por efecto de B. subtillis.

2. Determinar el contenido de auxinas en plantas de maiz inoculadas con B.subtilis.

3. Establecer la accién enzimatica de plantas de maiz por efecto de B.subtilis.
4. Cuantificar la dinamica poblacional de B. subtilis presente en la rizésfera del cultivo
cada 15 dias durante 3 meses.
Hipotesis
HO: Las células de B.subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 no promueven el crecimiento, la
produccion de auxinas y la accion enzimatica en plantas de maiz (Zea mays).
H1: Las células de B.subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 promueven el crecimiento, la

produccion de auxinas y la accion enzimatica en plantas de maiz (Zea mays).

y
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CAPITULOIII
REVISION LITERATURA
Generalidades del maiz

El maiz (Zea mays ) pertenece a la familia de las Poaceas, es una planta de cultivo
anual, monoica con una flor femenina (elote, mazorca, choclo, espiga) y una masculina
(espiguilla) con las cuales se produce una polinizacion cruzada. El maiz, que es uno de los
cereales mas importantes del mundo, suministra elementos nutritivos a los seres humanos y a
los animales, es una materia prima basica de la industria de transformacion y derivados que
son la base de nuestra alimentacién (Hernandez y Arthur, 2009).

Planta diploide (2n=20) con 10 pares de cromosomas estas pueden alcanzar una
longitud media de 270 a 290 cm, pero en algunas especies y en lugares muy concretos pueden
superar los 3 metros de longitud. En la caracterizacion y descripcion del maiz no se puede
dejar de mencionar su estructura tipica y las partes que componen la planta de maiz. Ellos son:
raiz, tallo, hojas e inflorescencia (masculina y femenina) (Morales, 2015).

El gluten de la semilla de maiz tiene un gran valor como materia alimenticia. Los
principales son los concentrados de gluten, con el 23% de sustancias proteicas, y las tortas de
gluten con el 41%. Esta formado por una mezcla de sustancias nitrogenadas (proteinas)
contenidas en el grano (Hernandez y Arthur, 2009).

Hojas de maiz

Las hojas del maiz son alargadas y un poco onduladas, salen alternas, su aspecto en el
borde de la hoja es aspero, nacen muy pegadas al tallo y es donde se desarrollan las
mazorcas. Se dice que las hojas tienen una gran importancia en el desarrollo y evolucién de los
granos. Dependiendo de coémo se cultiva una planta de maiz puede tener de 12 a 24 hojas

(Morales, 2015).
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Ciclo fenolégico del cultivo de maiz

Todas las plantas de maiz se desarrollan de la misma manera. Sin embargo, el tiempo
entre etapas de crecimiento como se puede observar en la figura 1 puede variar dependiendo
del tipo de maiz, fechas de siembra, localizacion, y a la altitud a la que se encuentra el maiz
(Pefaherrera, 2011).
Figura 1
Etapas de crecimiento del maiz

:

Floracion . (/:;@z; ; :
i % H 5
Desarrollo vegetativo : AL i

0-3dias  57dias  25-30dias 40-45 dias 55-60 dias 90-120 dias 125210dias  215-270 dias

VE V2 V4 V8 V12 VT R1 RS

Nota. Adaptado de (Penaherrera, 2011)
Tabla 1

Etapas en el desarrollo de la planta de maiz

Etapa vegetativa Etapa Reproductiva
VE: Emergencia R1: Seda

V1: Primera hoja R2: Ampollamiento
V2: Segunda hoja R3: Grano Lechoso
V(n): n-enésima hoja R4: Grano Pastoso
Vt: Espigadura R5: Llenado de grano

Nota. Adaptado de (Saavedra, 2017)
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Variedad INIAP 101

“INIAP 101” es una variedad producida por el Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias la misma que ha sido probada en distintas provincias del Ecuador. Es mucho
mas precoz que el maiz local acortando el tiempo de produccion con aproximadamente dos
meses. Al ser mas precoz permite aprovechar mejor la tierra y producir dos cosechas al afio
produciendo choclos de buena calidad, de buen tamafio y de grano grueso (Zambrano et al.,
2021).

-Tipo: precoz

-Grano: grande, harinoso y blanco.

-Altura de la planta:195cm

-Cosecha en choclo:120 dias

-Cosecha en seco:205 dias

-Rendimiento:240 sacos /Ha choclo,102 qg/Ha

-Altitud: de 2400 a 3000m.s.n.m
Control biolégico

Se puede definir al control biolégico como el uso de organismos vivos o sus derivados,
para contrarrestar los dafios producidos por organismos perjudiciales, los microorganismos
capaces de ejercer control biolégico utilizan mecanismos como la produccion de antibiéticos
que conllevan a contrarrestar ciertos patégenos, la induccion de resistencia en la planta, y la
competencia por alimento con microorganismos en el mismo microambiente La produccion y
formulacién de bioproductos para control biolégico ha sido muy estudiada en las dos ultimas
décadas, sin embargo, su uso no se ha extendido entre los agricultores y es muy limitado
debido entre otros a las regulaciones del mercado, el modo de accion reducido en comparacion
con tratamientos quimicos y costos de produccién elevados, lo cual limita la disponibilidad en el

mercado de estos productos (Corrales, 2018).
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Generalidades de B. subtilis

B. subtilis es una bacteria Gram positiva que se encuentra en el suelo, y posee
caracteristicas de resistencia a condiciones extremas por la produccién de endodsporas. Posee
forma bacilar, y se puede observar en forma individual, en pares o en cadenas de bacilos,
cuando se encuentra en esporulacién se presenta en forma ovalada. Ademas, son capaces de
producir varios tipos de enzimas hidroliticas como glucanasas, amilasas, quitinasas y
proteasas. Es caracteristico por su amplia sintesis de moléculas bioactivas estructuralmente
diversas, las principales caracteristicas morfolégicas de B. subtilis incluyen la produccién de
esporas y la capacidad de formar biofilms, considerado con alto interés industrial (Yanez y
Falconi, 2021).

Las esporas producidas por B. subtilis tienen un alto nivel de resistencia, por lo cual
permite incrementar su nivel de supervivencia en la rizosfera vegetal. Por lo tanto, la capacidad
de B. subtilis en la de produccidn de sustancias biocontroladoras capaces de inhibir el
crecimiento de microorganismos patdgenos, en conjunto con la formacién de esporas siendo
importante para la formulacién de biopesticidas (Ongena y Jacques, 2008).

Lipopéptidos antifungicos

Los lipopéptidos son moléculas bioactivas producidas por B. subtilis con un alto
potencial de aplicaciones en la industria farmacéutica y biotecnoldgica debido a sus
propiedades tensoactivas. La sintesis de lipopéptidos de tipo antimicrobiano se realiza de forma
no ribosomal mediada por complejos multienzimaticos como péptidos sintetasas, lo que
conlleva a la presencia de heterogeneidad en la secuencia de residuos de aminoacidos,
ciclaciéon de péptidos y ramificacion de la cadena de acidos grasos en los lipopéptidos, por lo
cual se divide en familias de lipopéptidos como surfactinas, iturinas y fengicinas (Romero et al.,

2007).
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Sintesis de lipopéptidos a partir de B. subtilis

B. subtilis posee una elevada capacidad para la produccién de una gran variedad de
metabolitos antifungicos. La clasificacion en familias de los lipopéptidos se debe a la
heterogeneidad presentada con relacion a la secuencia y longitud de residuos de aminoacidos
y la ciclacién de péptidos (Ongena y Jacques, 2008). La variabilidad de las familias de los
lipopéptidos en relacién a su estructura y propiedades fisicoquimicas de estas moléculas de
naturaleza anfifilica han demostrado ser efectivas actuando de manera antagonica frente
patdgenos fungosos, lo que podria explicar su influencia en los mecanismos que se han ido
desarrollando por las bacterias para su accion como control biolégico frente a fitopatégenos
que afectan a las plantas (Yanez y Falconi, 2021).

Caracteristicas de las familias de lipopéptidos

La diferencia estructural en los lipopéptidos ha permitido dividir a los mismos en familias
agrupadas por sus caracteristicas y mecanismos de accién sobre los patdgenos. Las
fengicinas, surfactinas e iturinas son familias de lipopéptidos que se caracterizan por ser
homologos, y se encuentran compuestos por un péptido caracterizado por poseer aminoacidos
con una secuencia especifica (Dufour, 2007).En relacion con la estructura, se diferencian por
ser moléculas anfipaticas que pueden presentar caracteristicas hidrofébicas cuando se
presentan restos de una cadena de carbono, o hidrofilicas cuando se presentan restos
variables ionicos (Pereira et al., 2013).

Los lipopéptidos de las familias surfactinas, iturinas y fengicinas tienen diversas
aplicaciones industriales debido a sus propiedades tensoactivas. La presencia de varias
familias de lipopéptidos confieren una ventaja a las cepas productoras de Bacillus spp. en
nichos ecologicos especificos. La produccion de iturinas se encuentra presente en B. subtilis y
B. amyloliquefaciens. Las surfactinas se han identificado en aislados de B. coagulans, B.
subtilis y B. licheniformis. Y la presencia de fengicinas en B. cereus, B. thuringiensis, B.

amyloliquefaciens y B. subtilis (Ongena et al., 2005)
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Potencial de B. subtilis como inductor de crecimiento

Los microorganismos enddfitos residen en los tejidos de las plantas sin producir efectos
negativos en el huésped. Generalmente, bacterias como B. subtilis benefician a las plantas al
incrementar la tolerancia al estrés bidtico y abiotico. Al mismo tiempo, B. subtilis tiene la
capacidad de producir biomoléculas activas que actuan como antiplagas contra patégenos e
insectos. La presencia de bacterias enddfitas posee una alta capacidad de promocion del
crecimiento vegetal mediante procesos como la produccion de sustancias organicas,
consideradas como producto del metabolismo secundario de las bacterias que a su vez son
capaces de influir en las respuestas fisioldgicas de células vegetales.

En el caso de B. subtilis, se ha demostrado la produccion de fitohormonas que activan
respuestas moleculares, bioquimicas, fisioldgicas y morfoldgicas en la rizésfera de plantas
(Yanez y Falconi, 2021; Falconi y Yanez, 2022; Yanez et al., 2023). Las auxinas son las
principales hormonas secretadas por bacterias de la rizésfera y se encuentra vinculada a la
patogenicidad debido a que algunos fitopatdégenos pueden causar respuestas hipersensibles en
el huésped y de esta manera lograr una infeccion exitosa (Vera y Bonilla, 2011).

Induccién de genes de crecimiento de plantas

Las rizobacterias promotoras del crecimiento como B. subtilis son capaces de
desencadenar una serie de reacciones que involucran sustancias que influyen el crecimiento de
tejidos vegetales. Las auxinas son hormonas vegetales involucradas en los procesos de
crecimiento, diferenciacion vascular, respuestas tropicas, formacion de raices laterales y
adventicias (Ulrike, 2008).

La auxina es capaz de transportarse de una célula vegetal a otra en forma basipetal
hacia las raices en un proceso llamado transporte polar de auxinas o PAT por sus siglas en
inglés Polar Auxin Transport. La expresién de genes involucrados con el transporte de auxinas
puede indicar la estimulacién del crecimiento por factores externos. La regulacion de las vias

de sintesis de auxinas depende también de la influencia de estimulos externos como la luz, la
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temperatura y los nutrientes, y de factores internos como la presencia de otras hormonas.
Ademas, los niveles intracelulares de auxinas son también regulados por la conjugacién de
auxinas con péptidos, aminoacidos y azucares (Ljung, 2013).
Solubilizacién de fosfato

El fésforo es uno de los nutrientes mas limitantes en el crecimiento de las plantas.
Dentro de las funciones que le han sido atribuidas se encuentran la captacion, almacenamiento
y transferencia de energia ademas de formar parte de macromoléculas tales como acidos
nucleicos y fosfolipidos presentes en la membrana citoplasmatica. Una gran porcion de fosfatos
inorganicos aplicados al suelo como fertilizantes son inmovilizados después de su aplicacion,
permaneciendo de forma inasequible para la planta. Las formas inorganicas de fésforo son
solubilizadas por un grupo de microorganismos heterotréficos que excretan acidos organicos, el
género B.Subtilis es uno de los mas estudiados respecto a esta capacidad y se plantea como
mecanismo principal de solubilizacion, la excrecion al medio de acidos organicos (Tejera et al.,

2013).

Fijacién de nitrégeno

La fijacion biologica del nitrdgeno es un proceso microbiano en el que el nitrégeno
atmosférico se reduce a amonio y se incorpora a la biomasa, con lo que pasa a constituir la
fuente principal de nitrégeno para las plantas. Este proceso se lleva a cabo por la enzima
nitrogenasa, presente en todos los microorganismos fijadores del nitrégeno. Se estima que 175
millones de toneladas de nitrdgeno por afio se adicionan al suelo a través de la fijacion
biolégica del nitrégeno y se calcula que el 60 % del nitrégeno usado por las plantas proviene de
la fijacién bioldgica. Teniendo en cuenta esto, se podria reducir considerablemente el uso de
fertilizantes nitrogenados en la agricultura si se emplearan los microorganismos que puedan

llevar a cabo esta funcion. El género Bacillus es uno de los mas explotados en este sentido
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dada su gran versatilidad metabdlica y su amplia capacidad de producir metabolitos contra

microorganismos patégenos (Hernandez et al., 2011)
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CAPITULO I
METODOLOGIA
Ubicacion
El experimento se llevé a cabo en la provincia de Pichincha, en el canto Rumifahui
parroquia de Sangolqui, barrio San Fernando, en el campus de la Carrera de Ingenieria
Agropecuarias de la ESPE IASA | en la Hacienda “El Prado” dentro del invernadero de
Horticultura (Figura 2) el mismo que posee una temperatura media anual de 18.4 °C, humedad
relativa del 40.16%
Figura 2

Ubicacion del invernadero de horticultura Hacienda “El Prado”

Nota. Adaptado de (Google Maps, 2023)

La Hacienda “El Prado” se encuentra ubicada en una longitud de 78°24’44”E a una
altitud de 0°23'20”S, con una altitud de 2748 m.s.n.m. Las temperaturas de la zona en estudio
se ubican con una media minima de 7.95 °C y una maxima de 19.93° C, con una precipitacion
anual de 1332.72 mm (Licto, 2017).

Diseio experimental

Se evalud la respuesta de 36 plantas de maiz (Zea mays) variedad INIAP 101 por
efecto de la inoculacion de dos cepas de B.subtilis CtpxS2-1y CtpxS3-5 formuladas acorde con
la metodologia propuesta por Yanez et al., (2023) bajo condiciones de invernadero. Se

establecieron tres tratamientos (TO: Control); (T1: B.subtilis CtpxS2-1); ( T2: B.subtilis CtpxS3-
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5) con tres repeticiones. El ensayo se establecié con un disefio completamente al azar (DCA)

con dos cepas de B. subtilis (Ctpx2-1 y Ctpx3-5) y un método de aplicacién (células de B.

Subtilis) con tres repeticiones y un testigo. Se emplearon 36 unidades experimentales como

indica el croquis experimental.

Tabla 2

Descripcion de los tratamientos

Tratamiento Repeticiones Plantas Descripcion
R 4 12 plantas i lad
plantas inoculadas con agua
0 R2 4 destilada
R3 4
R1 4 . .
T1 12 plantas inoculadas con células de
R2 4 B.subtilis Cptx S2-1
R3 4
R1 4 ) )
T 4 12 plantas inoculadas con células de
R2 B. subtilis Cptx S3-5
R3 4
Nota. Autoria Propia
Tabla 3
Croquis experimental
TOR2 T2R2 T2R1 TOR3 TIR1 T2R3 T1R2 TOR1 TIR3
A N N A A N N N N
) :(“\ I":ﬂ‘\ I":ﬂ‘\ I":ﬂ‘\ ) :(“\ r:ﬂ‘\ r:ﬂ‘\ r:ﬂ‘\ I":ﬂ‘\
g Y Y Y g [ g [ Y
N I I "N A N Iy Iy Iy
[ g Y Y g [ g [ g
N I A A L N N N N
F:ﬂ*\ ,:r:‘ r:ﬂ*\ r:ﬂ*\ r:(:\ F:(:\ F:ﬂ*\ F:ﬂ*\ ,:r:‘
[ g g g N [ g [ g
NN IR I IR IR
F:“ r:“ r:“‘ F.'“‘ F.l" F:" F:“ F:" r:“

Nota. Autoria Propia
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Métodos
Fase campo

La fase de campo se realizé en la Hacienda “El Prado” IASA |, en el invernadero de
Horticultura, donde se germinaron las semillas de maiz variedad INIAP 101, en bandejas de
germinacion de plastico con 50 alveolos y 9 cm de profundidad; el sustrato utilizado 50% tierra
negra,25% humus y 25% pomina. Las bandejas de germinacion fueron colocadas en la camara
de germinacion con una humedad al 90% y una temperatura promedio de 25°C. Una vez que
las plantulas se desarrollaron hasta los 10 cm, aproximadamente 15 dias, se las trasplantaron a
macetas de 5 litros de capacidad. Después del trasplante se instalé un sistema de riego por
goteo con un timer programado para cada hora 2 litros por cada maceta.
Fase de laboratorio

Se realiz6 en los laboratorios de Fitopatologia y Control Biolégico de la Carrera de
Ingenieria Agropecuaria IASA |, Hacienda “El Prado”.
Insumos

Se utilizaran los siguientes insumos: vasos de precipitacion, frascos tarados, matraz
Erlenmeyer, probetas, cajas de Petri, pipetas, puntas de pipetas, tubos de ensayo, gradillas,
espatula, asas de inoculacién, mechero de alcohol, alcohol, papel aluminio, papel reciclado,
marcadores, cinta métrica, y tubos de centrifuga de 50 ml.
Biolégicos

Plantas de maiz (Zea mays) variedad (INIAP101) en etapa juvenil, B.subtilis CtpxS2-1 y
Ctpx3-5 formulados acorde con (Yanez et al., 2023)
Equipos

Se utilizaron los siguientes equipos: camara de flujo laminar, incubadora, vértex,
balanzas, autoclave, espectrofotdmetro, medidor de clorofila (OPTI- SCIENCES CCM-200

plus), bafio maria digital, contador de colonias manual, y centrifugadora.
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Medios de cultivo

Se utilizaron los siguientes medios: Agar nutritivo levadura dextrosa (NYDA) (8 gr caldo
nutritivo, 5 gr extracto de levadura, 10 gr dextrosa y 15 gr Agar), medio Ashby, medio
Pikovskaya y agua destilada.

Control de calidad de B. subtilis

Se prepard un banco de dilucién con 9 ml de agua destilada esterilizada en tubos de
ensayo. Se tomo una muestra de 1 ml del medio de bajo coste y se afiadié al tubo de ensayo,
esta fue la dilucién 10, a partir de esta dilucion se realizaron diluciones crecientes hasta 107.
Mediante plateo en medio NYDA (8 gr caldo nutritivo, 5 gr extracto de levadura, 10 gr dextrosa
y 15 gr Agar) se realiz6 este proceso para cuantificar la poblacion viable y expresarla en
UFC/ml (Yanez y Falconi, 2018; Falconi et al., 2022).

Inoculaciéon de B. subtilis Ctpx 2-1 y Ctpx 3-5 en plantas de maiz.

Para la inoculacién de los tratamientos en las plantas de maiz se prepararon 1800 ml de
solucién (50 ml por planta) de indculo de B. subtilis por tratamiento, la inoculacién de B.subtilis
CtpxS2-1 y CtpxS3-5 se realiz6 en la rizosfera de cada planta a una concentracion de
1x10 *UFC/ml cada 15 dias durante tres meses. Para estandarizar el proceso se realizo la
inoculacion en horas de la mafana.

Variables a medir
indice de clorofila

Para el indice del contenido de clorofila se realizaron lecturas de cada planta luego de
48 horas de la inoculacion con la ayuda de un medidor de clorofila CCM-200 Chlorophyll
Content Meter (opti-Sciences).

Altura de la planta

Se evalud la altura de las plantas de maiz (Zea mays) previo a cada inoculacion. Con la
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ayuda de un flexdmetro se midio la altura de cada planta desde la base del cuello del tallo hasta
la parte mas alta del entre nudo del tallo. Se anotaron los datos obtenidos en un cuaderno de
campo, cada 15 dias durante 3 meses.
Dinamica poblacional de B.subtilis

Al tercer dia, después de la aplicacion del tratamiento con B.subtilis de las cepas
CtpxS2-1 y CtpxS3-5 se colectaron muestras del suelo adyacente a la raiz (rizosfera,1g),
mismas que fueron sometidas a pasteurizacion (bafio maria 80 °C) x 20 min. Se depositaron en
tubos de ensayo con agua destilada (9 ml) y se realizé un banco de dilucion (1x10™%)
siguiendo la metodologia (Yanez y Falconi et al., 2023), luego se tomaron alicuotas de 50 ul y
se depositd en cajas Petri en medio NYDA (8 gr caldo nutritivo, 5 gr extracto de levadura, 10 gr
dextrosa y 15 gr Agar) luego de esto se realizé un rastrillado simple, se incubaron a 30 ° C por
24 horas (Figura 3).Con los datos recolectados cada 15 dias, se construy6 una gréfica de la
poblacion viable y total.
Figura 3
Procedimiento para la dinamica poblacional

A

—

! |

D

Nota: En la figura A) Preparacioén de la solucién para la inoculacién de
B. subtilis; B) Inoculacion de B. subtilis en la rizosfera de la planta; C)
Toma de 1gr de la muestra; D) Pesaje de la muestra; E) Siembra de las
muestras en medio NYDA; F) Conteo de colonias de B. subtilis
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Acido indolacético

La concentracion de AlA se midié mediante la metodologia de Salkowski (Cardenas &
Mantilla, 2007)para la preparacion de este reactivo se utilizé 0.5M de FeCl3,49 ml de agua y 49
ml de acido perclérico y para su lectura se utilizé un espectrofotometro a 645nm y 663nm.Para
el andlisis se tomaron muestras de raiz por tratamiento, se peso6 1gr de la raiz y se procedio a
macerar finamente, se colocaron en tubos de ensayo con etanol al 95% previamente rotulados
y cubiertos de papel aluminio para evitar la degradacién de AlA, se dejo reposar las muestras
en un refrigerador a -4°C por 24 horas. Se centrifug6 las muestras a 100 RPM durante 15
minutos, se transfirié 3ml de reactivo Salkowski y se dejoé reposar por media hora, las muestras
fueron llevados a un cuarto oscuro para medir en el espectrofotdmetro a 645nm y 663nm.
Biomasa

Se tomaron y pesaron las muestras de la parte aérea de la planta y raiz. Se picaron las
muestras y se colocaron en fundas de papel rotuladas de cada tratamiento. Se colocaron las
fundas de papel en la estufa a 100°C durante 24 horas (Figura 4).Una vez secas las muestras

se determind la biomasa con la siguiente formula para determinar la materia seca:

Peso Seco

Materia Seca = 100

_— %
Peso Fresco

Figura 4

Peso fresco y seco de las plantas de maiz

Nota. Autoria propia
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Concentracion de clorofila espectrofotémetro

Para la medicion de clorofila se tomaron hojas de cada planta de maiz de cada
tratamiento, se pes6 1g de muestra de tejido vegetal, luego se colocaron las muestras en un
mortero con 3 ml de etanol al 95% para moler por completo. Se colocaron las muestras en
tubos de ensayo y se afor6 a 6.25ml con etanol al 95% se afiadioé una pizca de CO3Ca para
neutralizar los compuestos acidos y prevenir la perdida parcial de Mg?*, luego se procedié a
centrifugar las muestras durante 15 minutos. De la solucién centrifugada se tomo6 1ml de la
muestra para leer su absorbancia a 645 y 663nm en el espectrofotdmetro para poder
determinar la clorofila total, clorofila A y clorofila B (Tabla 4) (Ravindra, 2013).
Tabla 4

Ecuaciones para la obtencién de clorofila en laboratorio medidas en ug/ml

Clorofila (ug/ml) Ecuaciones
Clorofila A Ch-a=12.25*As63-2,78*Asss
Clorofila B Ch-b=21,50*As45-5,10*Ass3
Clorofila Total Ch-T= Ch-a+ Ch-b

Nota. Tomado de (Ravindra, 2013)
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Dinamica poblacional de B.subtilis

Los datos obtenidos sobre las muestras colectadas de la rizosfera cada 15 dias luego
de realizada la inoculaciéon de células de B.subtilis nos muestra que el tratamiento de células de
la cepa B. subtilis Cptx S3-5 tuvo mayor numero de Unidades Formadoras de Colonias por
mililitro 1,40E+06 UFC/ml y la cepa B. subtlis Cptx S2-1 con 1,01E+06 UFC/mI a diferencia del
control que durante los 90 dias se mantuvo constante con un valor de 1,04E+04 UFC/ml
(Figura 5).
Figura 5
Dinamica Poblacional de células de B. Subtilis Cptx S2-1, Cptx S3-5 y control en la rizosfera

de las plantas de maiz durante 90 dias.
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Altura
Tabla 5
Altura de plantas de maiz (Zea mays) variedad INIAP 101 por efecto de células de B. subtilis a

lo largo de 90 dias.

Tratamientos Altura (cm)

Control 81,93+51,32 A
B. subtilis Cptx S2-1 117,48+67,54 B
B. subtilis Cptx S3-5 126,71+82,49 B

Nota. Media + desviacion estandar, medias con una letra
comun no son significativamente diferentes(p>0,05)

Los datos de la variable altura no cumplieron con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad por lo tanto se realizé un analisis de varianza no paramétrico de acuerdo
Kruskal Walllis. La altura en cm mostré diferencias estadisticas significativas al aplicar los
tratamientos con las cepas (p = 0,0416). Las plantas que fueron inoculadas con B.subtilis cepa
S3-5 presentaron mayor altura seguido de la cepa S2-71 a diferencia del control (Tabla 4).
Figura 6
Variacién de la altura de las plantas de maiz por efecto de células de B. subtilis a lo largo de 90

dias.
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indice de clorofila
Tabla 6

Indice de contenido de clorofila de plantas de maiz por efecto de células de B. subtilis.

Cepa indice de Clorofila

B. subtilis Cptx S2-1 35,31+9,39 A
B. subtilis Cptx S3-5 33,46+10,29 A
Control 21,01+6,56 B

Nota. Media + desviacion estandar, medias con una letra
comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
El porcentaje de clorofila medido en la planta fue diferente al aplicar las diferentes cepas
(F3.105 = 27,54;p < 0,0001). Se observa que la aplicacion de ambas cepas sobre las plantas
provocé el mayor porcentaje de clorofila.
Figura 7
Variacion del indice de contenido de clorofila de plantas de maiz por efecto de la inoculacién

células de B. Subtilis a lo largo de seis inoculaciones.
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Clorofila espectrofotometro
Tabla 7
Clorofila A, clorofila B y clorofila total de plantas de maiz variedad INIAP 101 por efecto de

células de B. subtilis a lo largo de seis inoculaciones.

Tratamiento A B Total
Control 18,48+3,56 31,41+10,79 49,89+10,30
B. subtilis Cptx S2-1 18,47+3,29 31,73+5,59 50,20+8,96
B. subtilis Cptx S3-5 18,10+2,92 31,1345,30 49,23+8,20
Valor F 0,11 0,06 0,07
Valor p 0,8972 0,9406 0,932

Nota. Autoria propia Media + desviacion estandar de clorofila A,
clorofila B y clorofila total medida en ug/mL

Las medidas de clorofila A (F.c9 = 0,11; p = 0,8972), clorofila B (F;,¢9 = 0,06;p =
0,9406) y clorofila total (F,,¢9 = 0,07;p = 0,932) no presentaron diferencias al aplicar las cepas.
No obstante, se observd que la cepa Cptx S2-1 tiende a causar una mayor cantidad de clorofila

B y clorofila total; asi como también se encontré que en la clorofila A tiende a ser mayor cuando

no se aplica ninguna cepa.

Biomasa
Tabla 8
% Materia seca de plantas de maiz variedad INIAP 101 por efecto de la inoculacién de células

de B. Subtilis a lo largo de 90 dias.

Tratamiento % MS Planta % MS Raiz % MS Total

Control 18,76+2,15 b 10,68+2,47 b 18,26+1,73 b

Cptx S2-1 41,64+8,63 a 15,99+1,69 a 38,49+7,58 a

Cptx S3-5 23,27+3,32 b 16,06+1,77 a 20,87+2,91 b

Nota: Media + desviacion estandar de % de materia seca de plantas de maiz
INIAP 101.

36



Los datos obtenidos muestran que el mayor porcentaje de materia seca en la planta y el
mayor porcentaje de materia seca total se obtuvo con el tratamiento B.subtilis Cptx S2-1,
mientras que para el porcentaje de materia seca de raiz no se obtuvo diferencias significativas
entre los dos tratamientos Cptx S2-1 y Cptx S3-5, a diferencia del control que presento los

valores mas bajos.

Figura 8

% Materia seca de raiz en maiz variedad INIAP 101 por efecto de la inoculacion de células de

B. subtilis a lo largo de 90 dias.
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Figura 9

% Materia seca de plantas de maiz variedad INIAP 101 por efecto de la inoculacion de células

de B. subtilis a lo largo de 90 dias.
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Acido indolacético
Tabla 9
Acido indolacético por efecto de la inoculacién de células de B. Subtilis a lo largo de 90 dias en

planta de maiz variedad INIAP 101.

Cepa Auxinas (ug/ml)

B.subtilis Cptx S2-1 14,59+3,87 A
B.subtilis Cptx S3-5 13,80+3,67 A
Control 4,98+1,25 B

Nota. Media + desviacion estandar; medias con una letra
comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

La aplicacion de las cepas causé diferencias significativas sobre la cantidad de auxinas
en las plantas (F,,15 = 17,09;p < 0,0001). Se encontr6 que la mayor cantidad de auxinas se
obtuvo con la aplicacién de las cepas Cptx S2-1 y Cptx S3-5.

Figura 10
Cantidad de auxinas de las plantas de maiz variedad INIAP 101 bajo el efecto de la inoculacion

de células de B. subtilis a lo largo de 90 dias.
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Figura 11
Concentracion de acido indolacético (ug/ml) por efecto de la inoculacion de células de B.

subtilis a lo largo de 90 dias en plantas de maiz variedad INIAP 101.
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Solubilizacién de fésforo
Figura 12
Crecimiento de B. subtilis Cepa Cptx S2-1 y Cptx S3-5 en medio Pikovskaya +Azul de

bromofenol.

Nota: A) Placa cntrol no existe crecimiento de B. Subtilis; B) Crecimiento de B.

Subtilis cepa Cptx S2-1 halos de color naranja; C) Crecimiento de B. Subtilis cepa
Cptx S3-5

Se observa la formacién de halos en las cepas de B. subtilis cepas Cptx S2-1 y Cptx
S3-5 en medio Pikovskaya+ Azul de Bromofenol formando una zona clara alrededor de la
colonia, debido a la solubilizaciéon de fosfato mediada por enzimas bacterianas como las

fosfatasas a diferencia del control que no tuvo crecimiento.
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Fijacion de nitrégeno
Figura 13
Crecimiento de células de B. subtilis cepas CptxS2-1, Cptx S3-5 y control en medio Ashby

Manitol.

Nota: A) Placa control no existe crecimiento de B. subtilis; B) Crecimiento de UFC
B.subtilis cepa S2-1 en medio Ashby Manitol ;C) Crecimiento de UFC B.subtilis
cepa S3-5.

Se evidencia el crecimiento de colonias expresado en UFC/ml de las cepas Cptx S2-1 y
Cptx S3-5 donde la fijacidon del nitrégeno fue mediada por B.subtilis a diferencia del control que
no se aplicé el tratamiento.
Discusion

Las medias para las variables altura de plantas inoculadas con B. subtilis cepa Ctpx S2-
1, Cptx S3-5 presentaron diferencias significativas entre si durante los 90 dias que duro la fase
experimental a diferencia del control. La cepa de B. subtilis Cptx S3-5 presenté mayor altura
que los demas tratamientos seguido de la cepa Cptx S2-1(Tabla 3). Los datos obtenidos
coinciden con (Paredes, 2021) quienes mencionan que la altura de las plantas de Zea mays de
los tratamientos aplicados con B. subtilis es mayor frente al control (Chagas et al., 2018) en su
estudio muestra que para %masa seca de raiz y planta (MSR) hubo una diferencia
significativa, siendo superior a los tratamientos con Bacillus y Trichoderma inoculados por
separado como es el caso de este estudio donde las cepas B.subtlis CptxS2-1 y CptxS3-5

presentaron mayor %masa seca de raiz y planta (MSR) frente al control a los 90 dias.
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El estudio realizado por (Falconi y Yanez, 2021) en plantas de chocho inoculadas con
B.Subtilis cepa Ctpx S2-1 obtuvieron mayor contenido de clorofila en dos variedades de chocho
I-451 Guranguito y F3 (ECU 2658 x ECU 8415) con relacion al testigo. Los datos obtenidos
concuerdan con lo antes mencionado donde el tratamiento con mayor indice de clorofila fue
para las plantas inoculadas con las cepas B. subtilis Cptx S2-1 con un valor de 35,31+9,39,
Cptx S3-5 33,46110,29 mientras que el control tuvo un valor de 21,01+6,56 . Rodriguez et al.
(2020) mencionan que la adicién de bacterias fijadoras de nitrégeno como es el caso de
B.Subtilis aumenta relativamente el contenido de clorofila en las plantas de maiz mejorando la
capacidad fotosintética.

Los datos obtenidos de acido indolacético coinciden con Chagas et al. (2022) donde
todos los aislados de B. subtilis utilizados fueron capaces de producir cantidades de AlA la
mayoria de los aislamientos (Bs2, Bs4, Bs5, Bs6 y Bs10) proporcionaron una mayor produccion
de AlA en presencia del aminoacido inductor triptéfano, donde la produccién de AlA vario de
0.35 a 2.46 ug/ mL -1 ; con ello demuestran que la biosintesis de AlA por bacterias ocurre a
través de diferentes rutas metabdlicas, siendo el aminoacido triptéfano el principal precursor de
la sintesis de AIA .Sin embargo, también existen vias independientes del triptéfano, lo que
explica que los aislados de B. subtilis produzcan AlA ,como es el caso del presente estudio
donde las cepas Cptx S2-1 presenta un valor de 14,59 uyg mL-1,Cptx S3-5 con un valor de
13,80 ug mL-1 frente al control con un valor de 4,98 ug mL-1.

De acuerdo con Mejia et al. (2022) los aislados de B. Subtilis presentaron
concentraciones de fosfato superiores a los demas aislados y al control, donde la concentracion
de fosfato solubilizado aumentd en la mayoria de los aislados del tercer al sexto dia de
crecimiento. Chagas et al. (2022) mencionan que los mecanismos y formas en que las
rizébacterias llevan a cabo la solubilizacion del fosfato son a través de la secrecion y
produccion de acidos organicos. También se menciona que las enzimas fosfatasas actuan en el

proceso de mineralizacion. Entre los acidos organicos secretados durante la actividad de
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solubilizacion, se han reportado acido lactico, isovalérico, isobutirico y acético, esta actividad
reviste de gran importancia para mejorar la adquisicion de fosfatos por la planta, ya que, por
sus caracteristicas, cuando se agrega en forma de fertilizante al suelo, el fosfato es complejado
con el calcio, fierro o aluminio presente, formando especies insolubles, no disponibles para la
planta. Por lo que se demuestra que las rizobacterias son capaces de solubilizar el fésforo
mediante acidificacion, quelacion o mediante procesos enzimaticos, donde se identifica a B.
subtilis capaz de solubilizar fosfato en medio liquido, tal como se observa en los resultados
encontrados en este estudio donde existe crecimiento de halos en la cepa B. subtilis Cptx S2-1
y Cptx S3-5 a diferencia del control, demostrando que la produccién de acidos organicos por
las bacterias disminuye el pH, el cual a la vez favorece la solubilizacion de fosfatos.

Para el aislamiento y seleccion de bacterias fijadoras de nitrégeno Gallegos y Gonzalez
(2020) demostraron que de los once aislados seleccionados, se encontré crecimiento utilizando
el medio NFb, indicando la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico. NFb es un medio selectivo
que carece de nitrégeno combinado, permite recuperar microorganismos que poseen el
complejo enzimatico de la nitrogenasa para reducir el nitrdgeno atmosférico a nitratos o
amonio, y aprovecharlo en su metabolismo en el presente estudio se utiliz6 medio Ashby un
agar especial que, por estar libre de nitrégeno, facilita la identificacion de potenciales cepas
de bacterias para la fijacion de nitrégeno. Los microorganismos que crecen en este medio
reemplazan la metabolizacion del nitrdgeno por el nitrégeno atmosférico que se encierra en
el microambiente de la caja de Petri (Lemus, 2021), por lo que utilizando este medio se
observo crecimiento en las cepas B. subtlis Cptx S2-1 y Cptx S3-5 donde las colonias
presentaron forma irregular, color crema, con bordes entre lobulada, aserrada y ondulada a

diferencia del control que no tuvo crecimiento.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Plantas inoculadas con B.Subtilis Cptx S3-5 y Cptx S2-1 presentaron mayor altura
durante los 90 dias del ensayo, células de B.Subtilis tiene accion directa sobre la
elongacion de plantas de maiz en contraste al control.

Las plantas de maiz variedad INIAP 101 tratadas con B.Subtilis cepas Cptx S2-1 y Cptx
S3-5 presentan diferencias significativas en el contenido de acido indolacético a
diferencia del control.

La presencia de halos por accién enzimatica demuestra la presencia de fosfatasas en
los exudados de B.subtilis adicionalmente se observo el crecimiento de las colonias de
forma irregular lo que demuestra la capacidad de fijar nitrégeno.

B.Subtilis presento una progresion lineal de sobrevivencia a través del tiempo, lo que
explica la presencia de un mayor contenido de acido indolacético, mayor altura y
biomasa, en plantas tratadas con B. subtilis respecto a plantas control, la cepa Cptx S3-
5 durante los 90 dias demostré ser mas eficiente en cuanto adaptabilidad y los demas

parametros agronomicos.

Recomendaciones

Continuar con la investigacion hasta el periodo de produccién y de cosecha por lo que
se demostré que en estado vegetativo la aplicacion de células de B.Subtilis Cptx S2-1'y
Cptx S3-5 presentaron resultados favorables para la planta en cuanto a la promocién de
crecimiento de plantas de maiz.

Llevar a cabo mas ensayos experimentales con variaciones en la concentracion de
células de B.Subtilis para poder determinar las condiciones 6ptimas que generan una

respuesta positiva en las variables agronémicas de las plantas.
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Enfatizar en las investigaciones el incremento de resistencia de plantas ante estrés

ambiental debido a interacciones con bacterias promotoras de crecimiento.
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