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Resumen

En la presente investigacion se evalu6 el efecto de dos cepas de Bacillus subtilis, Rizobacterias
Promotoras de Crecimiento Vegetal (PGPR) que fueron formuladas en un medio de bajo coste e
inoculadas periodicamente en la rizosfera de plantas de tomate Cherry. Estos inéculos fueron
aplicados en treinta y seis plantas bajo condiciones de invernadero, durante tres meses cada 15
dias, para ello fueron distribuidas en tres tratamientos (T1: Células de B. subtilis cepa CtpxS2-1;
T2: Células de B. subtilis cepa CtpxS3-5) y un control (TO: agua destilada). Los tratamientos se
establecieron en un Disefio Completamente al Azar, 12 unidades experimentales con tres
repeticiones, cuatro macetas como unidad muestral. Las variables de estudio fueron altura de la
planta, indice de Contenido de Clorofila (ICC), dinamica poblacion, biomasa, contenido de
auxinas y accién enziméatica. Las aplicaciones de B. subtilis cepa CtpxS2-1 indujeron valores mas
altos en variables agrondémicas y crecimiento de bacteriano expresado en Unidades Formadoras
de Colonias por gramos de suelo (UFC/g) comparado con la cepa CtpxS3-5. En cuanto a la
cuantificacion de auxinas y porcentaje de humedad en 6rganos de tomate Cherry se obtuvieron
valores mayores en los tratamientos inoculados con las dos cepas de B. subtilis CtpxS3-5 y
CtpxS2-1. Finalmente, las cepas B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 tuvieron la capacidad de
Fijacion Bioldgica de Nitrégeno (FBN) y Solubilizacion de Fosfatos (SF), actividades que realizan
mediante enzimas como nitrogenasas Yy fitasas, con un efecto positivo en la promocion del

crecimiento vegetal y en el aumento del potencial productivo.

Palabras clave: TOMATE CHERRY, BACILLUS SUBTILIS, INOCULACION,

RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL (PGPR)
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Abstract

This research evaluated the effect of two strains of Bacillus subtilis, Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria (PGPR), formulated in a low-cost medium and periodically inoculated in the
rhizosphere of plants of Cherry tomatoes. These inoculants were applied to thirty-six plants under
greenhouse conditions for three months, every 15 days. They were divided into three treatments
(T1: B. subtilis strain CtpxS2-1 cells; T2: B. subtilis strain CtpxS3-5 cells) and a control (TO:
distilled water). The treatments were established in a Completely Randomized Design (CRD),12
experimental units with three replications, four pots per experimental unit. The studied variables
included plant height, Chlorophyll Content Index (CCI), population dynamics, biomass, auxin
content, and enzymatic activity. The applications of B. subtilis strain CtpxS2-1 cells induced higher
values in agronomic variables and growth of Colony-Forming Units per grams (CFU/g) compared
to the strain CtpxS3-5. Regarding the quantification of auxins and percentage of in Cherry tomato
organs, higher values were obtained in the treatments inoculated with the two strains of Bacillus
subtilis CtpxS3-5 and CtpxS2-1. Finally, the strains B. subtilis CtpxS2-1 and CtpxS3-5 had the
capability for Biological Nitrogen Fixation (BNF) and Phosphate Solubilization (PS), activities
carried out through enzymes like nitrogenases and phytases, with a positive effect on promoting

plant growth and increasing potential productivity.

Keywords: CHERRY TOMATO, BACILLUS SUBTILIS, INOCULATION, PLANT

GROWTH PROMOTING RHIZOBACTERIA (PGPR)
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Antecedentes

El tomate es una de las hortalizas méas productivas del mundo, por lo que su demanda
ha crecido con el paso del tiempo y se ha convertido en una importante fuente de
exportaciones agricolas. De esta manera, se considera a Solanum lycopersicum var.
cerasiforme (tomate "cherry") como el probable ancestro inmediato del tomate cultivado, cuya
forma silvestre se extendi6é desde las regiones de Ecuador y Peru a lo largo de América
Tropical (Fornaris, 2007).

Los microorganismos del suelo se han convertido en una herramienta clave para la
produccion agricola, entre ellas Moreno et al. (2018) sefialan las bacterias fijadoras de
nitrégeno, que tienen la capacidad de aumentar la disponibilidad de nutrientes y elementos
esenciales para las plantas, ademas de mejorar su crecimiento y desarrollo.

El uso de estos microorganismos ha crecido, principalmente porgue representan una
alternativa sustentable. Segun, Corrales et al. (2017) los biofertilizantes pueden sustituir
positivamente la fertilizacién quimica y brindar proteccién al medio ambiente a fin de
incrementar el rendimiento de los cultivos. Un grupo de estas son las rizobacterias promotoras
de crecimiento vegetal, que ademas actian como control biolégico de enfermedades como
mencionan segun investigaciones pasadas (Alvarez et al., 2014; Falconi et al., 2022)

Segun Hashem et al. (2019) B. subtilis es un género de interés agricola, el cual actia en
la promocién de crecimiento vegetal, debido a los mecanismos de Resistencia Sistema Inducida
(RSI) que poseen frente a bacterias y hongos patégenos. Asimismo, (Yanez y Falconi, 2018,
2021) describen el potencial de biocontrol de Bacillus, en particular las cepas de B. subtilis, que

se basa en la producciébn de una amplia gama de compuestos potentes, como enzimas
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antifingicas y lipopéptidos, entre ellos que se encuentran los lipopéptidos de las familias
surfactina, iturina y fengicina.
Justificacion

Bacillus subtilis ha sido considerada uno de los microorganismaos que ha tenido un gran
impacto en la agricultura y en el medio ambiente, ya que se ha demostrado su efectividad como
promotora de crecimiento para abordar desafios asociado con la produccién de cultivos y una
alternativa sostenible para minimizar la utilizacién de fertilizantes quimicos.

En este sentido, Corrales et al. (2017) afirman el efecto beneficioso de las rizobacterias
dentro de la biopelicula que protegen e impactan positivamente en la tolerancia del estrés
externo, mejorando la fertilidad del suelo, mediante la fijacién biolégica de nitrégeno y
solubilizacion de fosfatos. Es el caso de B. subtilis una bacteria gran positiva que se encuentra
en asociacion con plantas epifitas presentes dentro la rizosfera, son las responsables de
enormes niveles de produccién de enzimas hidroliticas como proteasas y amilasas Estudios
recientes realizados por Falconi y Yanez (2022) han demostrado el eficiente efecto de B.
subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en el control de enfermedades, dado por antibiosis, Yanez y
Falconi (2018) menciona también por induccién del sistema de resistencia y promocién de
crecimiento vegetal (Yanez y Falconi, 2021).

Por otro lado, el tomate Cherry es una hortaliza con gran protagonismo cuya produccion
y comercializacion que se ha intensificado en los Ultimos afios, ya que dispone de frutos de
sabor dulzén, convirtiéndose en un ingrediente versatil en la gastronomia moderna (Pinho et
al., 2011). Sin embargo, a pesar de toda su importancia econémica y social, su produccién ain
tiene un costo muy alto, principalmente debido a la necesidad de grandes cantidades de
fertilizantes y al mayor uso de pesticidas por ser altamente susceptible a plagas y
enfermedades.

Este estudio tiene como finalidad evaluar el efecto de dos cepas exitosas de B. subtilis

CtpxS2-1y CtpxS3-5, formuladas en un medio de bajo coste segun estudios (Yanez et al.,
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2012, 2023) e inoculadas periédicamente en la rizosfera de plantas hospederas de tomate
Cherry, creando un microbioma favorable a través de la colonizacion de raices, para aumentar
la productividad del cultivo y adicionalmente se espera la promocién del crecimiento y mejora
del estrés bidtico de la planta.
Objetivos
Objetivo general

Determinar el efecto de células de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en la promocién de
crecimiento (altura, indice de clorofila, biomasa), produccién de auxinas (acido indolacético), y
accion enzimatica (fitasas y nitrogenasas) en plantas de tomate cherry (Solanum lycopersicum
var. cerasiforme) en un periodo de 3 meses.
Objetivos especificos

Determinar la promocién de crecimiento en plantas de tomate cherry (Solanum
lycopersicum var. cerasiforme) por efecto de B. subtilis en un periodo de 3 meses.

Cuantificar el contenido de auxinas en plantas de tomate cherry (Solanum lycopersicum
var. cerasiforme).

Establecer la accién enzimatica en plantas de tomate cherry (Solanum lycopersicum
var. cerasiforme) por efecto de Bacillus subtilis en un periodo de 3 meses.

Cuantificar la dindmica poblacional de B. subtilis presente en la rizosfera del cultivo
cada 15 dias durante 3 meses.
Hipotesis

HO: Las células de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 no actian en la promocion de
auxinas, actividad enzimatica, ni en la induccién de crecimiento en plantas de tomate cherry

(Solanum lycopersicum var. cerasiforme).
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H1: Las células de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 actan en la promocién de auxinas,
actividad enzimatica, ni en la induccion de crecimiento en plantas de tomate cherry (Solanum

lycopersicum var. cerasiforme).
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CAPITULO Il
MARCO REFERENCIAL

Generalidades del tomate Cherry

El género Solanum es una de las hortalizas mas cultivadas en el mundo, Saavedra
(2020) menciona al botanico sueco Carl Linneaus (1707-1778) quien fue el primero en clasificar
el género Solanum, como Solanum lycopersicum. De esta forma, el tomate Solanum
lycopersicum var. cerasiforme, también conocido como “tomate cereza” se cree que es un
cultivo intermediario entre Solanum pimpinellifolium L. y S. lycopersicum L, de los cuales el
primero seria el ancestro silvestre mas cercano del tomate.

Medina y Lobo (2001) mencionan que el cultivo de tomate es nativo de los climas
tropicales y subtropicales de la costa oeste de América del sur, donde los espafioles al llegar a
América llevaron esta especie a Europa y fue reconocida como planta ornamental, hasta que
conocieron sus cualidades culinarias y comenzaron a cultivarla como verdura (Gonzales, 2007).
Por otro lado, desde una perspectiva evolutiva, el mejoramiento de tomate ha logrado un
aumento significativo en el rendimiento y otras caracteristicas productivas en poco tiempo,
donde la domesticacién y la seleccién artificial del tomate han provocado importantes cambios
fisiolodgicos, reduciendo significativamente su diversidad genética (Pereira et al., 2021). Segun,
Medina y Lobo (2001) la importancia de Solanum lycopersicum var. cerasiforme radica en su
uso como fuente genética de tomates comestibles para su uso industrial y en el desarrollo de
los tomates llamado tipo cereza de amplia aceptacion, cuyo fruto se utiliza entero en ensaladas.

Se conoce, que el tomate Cherry es una planta perenne que se cultiva como planta
anual en &reas menos célidas. Las caracteristicas morfologicas de esta planta son de tipo
mata, con tallo erguido y ramificado (cuando los frutos crecen llegan a tumbar la planta), el cual
esta completamente cubierta por vellosidades; tiene una raiz primaria con una estructura muy

ramificada; posee hojas alternas, compuestas, con margenes dentadas y cubiertas de las
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mismas vellosidades que los tallos; sus flores producen bayas globosas y carnosas en varias
formas llamadas tomates, donde generalmente todas las especies silvestres poseen frutos muy
pequefios y dentro de ellas semillas que se absorben en una pulpa bastante liquida, que tiene

un sabor agradable (Warnock, 1988).

Tomate amarillo en el mundo

Se cree que México es el centro de domesticacion del tomate debido a la mayor
similitud entre las variedades europeas y las variedades silvestres de México, por lo que a partir
de alli la planta se extendi6 por todo el continente americano y ademas también se introdujo en
Europa en el siglo XVI (Zanfini et al., 2017)

Actualmente, los tomates se cultivan en casi todos los paises del mundo, por lo que
existe una amplia variedad de tomate, es el caso del tomate pera que tuvo sus origenes en
Europa en el siglo XVIII y para el siglo siguiente fue introducido tanto en Inglaterra como
Estados Unidos (Plantas y Flores, 2023). Existe un tipo de tomate cuyo fruto produce tomates
amarillos pequenos y tienen forma de peras, es el conocido como tomate “pera amarilla”, el
cual es una planta que crece con enredaderas bastante altas de hasta 8 pies de altura. Ademas
de ser tomates deseables por su productividad y coloridos son excelentes para bocadillos y
ensaladas (Fornaris, 2007).

Caracteristicas del cultivo de tomate Cherry

El cultivo de tomate Cherry es una planta perenne de porte arbustivo que se cultiva
como planta anual y puede desarrollarse de forma rastrera, semirrecta o erecta (Infoagro,
2023). La altura varia en diferentes cultivares, siendo la altura minima menos de 20 pulgadas y
su altura maxima de 80 pulgadas o mas. En cuanto a su tallo, el tallo principal logra alcanzar

una altura de entre uno a dos pies, dependiendo del cultivar (Fornaris, 2007).
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Tallo

Los tallos, tanto principales como secundarios tienen un crecimiento bastante
prominente, estos son sélidos y anchos, cubierta por pelos glandulares de color blanco. El
tamafo se muestra inicialmente de dos maneras tanto rastrero como erecto asi
desarrolldndose posteriormente un tanto postrado (Fornaris, 2007).
Hojas

La forma de sus hojas es pinnada y compuesta, con entre siete a hueve foliolos
peciolados, lobulados y con borde dentado, alternos y opuestos, es muy variable y su forma
depende mayormente de las condiciones ambientales (Figura 1). En cuanto a su lamina tiene
un largo de 6 a 12 pulgadas y esta dividida entre pares de segmentos o foliolos de tamafios
diferentes. Las hojas mayormente dentadas y frecuentemente rizadas, pero también suelen ser
lisas, (Saavedra, 2020).
Figura 1

Forma de la hoja del tomate

Nota. Hoja pinnada y compuesta de color verde, glanduloso y
pubescente por el haz y ceniciento por el envés. Recuperado
de (L6pez, 2017)

Raiz

La raiz de la planta de tomate es pivotante fuerte, sin embargo, con frecuencia se ve
afectada en el procedimiento de produccién de plantulas para trasplante. Las raices logran
alcanzar mas de 48 pulgadas en siembra directa. En 6ptimos casos donde son las condiciones
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de suelo le son bien favorables para el desarrollo, logran alcanzar 120 pulgadas. Sus raices
logran alcanzar un radio de 60 pulgadas, donde la raiz principal forma un sistema denso de
raices laterales fibrosas (Fornaris, 2007).

Por otro lado, cuando se sigue la siembra de trasplantes la planta genera un sistema de
raices que se concentran en las primeras ocho a diez pulgadas del suelo. Este fenédmeno suele
ocurrir también cuando el riego es realizado con mucha frecuencia o también debido a que el
agua no logra penetrar a profundidad es decir cuando el agua alcanza poca profundidad.
Debido a estos fendbmenos la planta puede desarrollar raices adventicias de los nudos
inferiores y de las ramas principales (Pinho et al., 2011).

Flor

Las flores en la planta de tomate son amarillas, agrupadas en inflorescencias de tipo
racimo y se ubican en las axilas, cada dos o tres hojas (Figura 2). Por lo general, la primera flor
se desarrolla en la yema apical, mientras que las demas aparecen en posicion lateral y debajo
de la primera flor, siempre colocandose alrededor del eje principal (Lopez, 2017).

Figura 2

Floraciéon del tomate

A . = . A ”
Nota. Proceso de floracién de tomate e inflorescencia tipo racimo.
Recuperado de (Meza et al. 2013)

Frutos

Los frutos son bayas esféricas, de color amarillo, rosa o rojo debido a las diferentes
proporciones de licopeno y caroteno (Fornaris, 2007). Puede ser redonda, plana o en forma de
pera, de superficie lisa 0 achatada, y su tamafio varia segun la variedad (Figura 3). Tiene un
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peso de 5 a 500 gramos dependiendo de la variedad (el peso medio de los frutos obtenidos en

tomate Cherry es de 10-25 gramos) y las condiciones de desarrollo (Saavedra, 2020).
Ademas, los frutos estan unidos a la planta por un peddnculo, que tiene una parte

articulada engrosada que contiene la capa de absicion. Los frutos maduros estan formados por

el pericarpio, tejido placentario y semillas (Meza et al., 2013).

Figura 3

Formas del tomate

Comprido Obiongo Achatado

Nota. Presentacion de diferentes formas, tamafio, consistencia y
composicion del tomate. Recuperado de (Jaramillo et al., 2007)

Manejo del cultivo de tomate
Tutorado

El tomate es un cultivo con indeterminado crecimiento, por ello debe ser guiado con la
ayuda de un tutorado en su etapa de crecimiento, por ello, esta practica se debe realizarse de
quince a veintidés dias posteriores al trasplante, que facilitard el manejo y aireacion del cultivo
(Jaramillo et al., 2007). Ademas, el crecimiento de la planta dependera del nivel productivo del
cultivo, el cual sera deteniendo a través del despunte (Guzman et al., 2017).
Poda de formacion

Esta practica es importante para el crecimiento de la planta, ya que se produce un
aumento considerable de la biomasa aérea, por lo cual se permite eliminar los uno, dos o tres
ejes de los tallos de la planta (Figura 4), para el caso de tomates Cherry suelen dejar de tres a

cuatro ejes (LOpez, 2017). Esto se realiza después de veinte o treinta dias después del

trasplante.
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Figura 4

Esquemas de sistemas de conduccidén con uno y dos ejes.

T

1 Eje 2 Ejes

Nota. Representacion grafica del manejo de formacién
de planta de tomate con 1 eje y con 2 ejes. Recuperado
de (Guzmén et al., 2017).

Poda de brotes

Esta practica consiste en eliminar los brotes axilares o secundarios a lo largo de la
planta, para mantener la arquitectura y el desarrollo de la planta (Figura 5). Este manejo se
realiza periédicamente a durante todo el cultivo y se utilizan junto con la aplicacién de un

fungicida-bactericida para evitar la entrada de patdégenos a las plantas (Guzman et al., 2017).

Figura 5

Plantas con brotes axilares

’2-. ."»" = 2 - ..._. — -: ' - ~ p
Nota. (A) Plantas con brotes axilares. (B) Planta con brotes extraidos.

Recuperado de (Guzmén et al., 2017).
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Poda de hojas o deshojado

Es el proceso de eliminar las hojas inferiores viejas o enfermas, con el fin de facilitar la
ventilacién y disminuir la humedad relativa, ademas de las fuentes de in6culos de patdgenos en
las plantas. Debe evitarse la eliminacién de mas de tres hojas por encima del cuajado, ya que
las plantas pueden estresarse (Meza et al., 2013).

Este manejo requiere realizarlo en horas de la tarde con temperaturas entre 20 a 25°C y
humedad bajo el 50% para disminuir la propagacion de enfermedades por ingreso a través del
corte (Quir@s, 2016).

Raleo de frutos

Los brotes logran producir grandes cantidades de flores y frutos que no crezcan, ya que
produce cierta competencia entre ellos. Para ello, este manejo consiste en retirar una gran
cantidad de ramas, permitiendo un mejor desarrollo y comercializacién (Figura 6) (Guzman et
al., 2017).

Figura 6

Racimo de tomate en flor para raleo

Nota. Seleccion de flores menos vigorosas para raleo.
Recuperado de (Guzman et al., 2017)

Bacilus subtilis

B. subtilis es una bacteria gram positiva, que habita de forma endémica en el suelo, que
se ha convirtido en la especie mas estudiada del género Bacillus debido a su capacidad de
formar una resistente endospora protectora, permitiendo tolerar condiciones ambientales
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extremas (Hashem et al., 2019). Ademas, B. subtilis puede aislarse de diversos entornos,
desde el suelo hasta los habitats marinos, y utilizarse en diversas aplicaciones, desde la
producciéon de enzimas y la fermentacion de alimentos hasta el control bioldgico de plantas
(Yanez y Falconi, 2018).

Por otro lado, (Sanchez, 2016) menciona que esta rizobacteria es un modelo para
estudiar el desarrollo de biopeliculas, la union a las raices de las plantas o a las hifas de los
hongos, la produccion de metabolitos secundarios, el intercambio de citoplasma a través de
nanotubos intercelulares, entre otros, que han sido objeto de investigacién en la actualidad, con
el fin de contribuir positivamente en la produccién agricola.

Bacillus subtilis rizobacteria promotora del crecimiento de plantas

Yanez y Falconi (2021) mencionan que B. subtilis es una bacteria Gram positiva que
habita en la rizosfera del suelo, la cual tiene la capacidad de promover el crecimiento de las
plantas mediante la produccion de metabolitos como auxinas, sideréforos, acidos organicos y
antibiéticos (Anguiano et al., 2019). Sin embargo, no existe pruebas suficientes de que todas
las cepas de B. subtilis tengan el mismo efecto promotor de crecimiento, aunque si de producir
metabolitos promotores de crecimiento en diferentes concentraciones. Ademas, ha demostrado
ser un excelente regulador en la expresion de genes involucrados en el crecimiento y desarrollo
vegetal (Yanez y Falconi, 2021), donde su papel varia de acuerdo a los cambios ambientales
gue alteran la expresion génica del organismo (Moreno et al., 2018). De acuerdo con Molina et
al. (2015) generalmente el efecto de la produccién de sustancias promotoras de crecimiento es
efectivo en bajas concentraciones.

Por otro lado, Moreno et al. (2018) indica que estas bacterias asociadas a la rizosfera
también son capaces de producir fitohormonas como auxinas y giberelinas, las cuales influyen
positivamente en el crecimiento vegetal de las plantas como un mecanismo directo, al igual que

otros de sus mecanismos como fijacion de nitrdgeno, sintesis de fitohormonas, vitaminas y
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enzimas, la solubilizacion de fosforo inorganico y la mineralizacion de fosfato organico,

incremento de la permeabilidad de las raices, entre otros.

Colonizacion de raices

Un paso importante para el control biologico efectivo y el crecimiento favorable de las
plantas de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal es, sin duda, la colonizacién de sus
raices, de hecho Nihorimbere et al. (2011) manifiesta que los elementos esenciales para una
colonizacién eficaz incluyen la capacidad del microorganismo para: sobrevivir después de la
inoculacion; crecer en la cubierta de la semilla (el area alrededor de la semilla) en respuesta al
exudado producido por la semilla; asentarse en la superficie de la primera raiz; colonizar todo el
sistema radicular.

Adriano et al. (2011) sefiala que cuando estos biofertilizantes se aplican a las semillas,
superficies vegetales o suelo, colonizan la rizosfera o interior de las plantas y favorecen su
crecimiento, asi como también promueven el desarrollo de los mecanismos de defensa de las
plantas. Esta colonizacion de microorganismos bacterianos a nivel radicular esta relacionada
con la concentracién y composicién de los exudados de las raices, los cuales también influyen
en la colonizacién, porque contienen diferentes tipos de acidos organicos, aminoacidos y
carbohidratos que sirven de alimento para la mayoria de las bacterias que habitan la rizosfera
(Mahmood et al., 2016). Segun Zhang et al. (2019), esta quimiotaxis permite promover la
multiplicacién y colonizacién bacteriana, pero cuando es limitada, reduce la colonizacion de las
raices.

De esta manera, la inoculacion y colonizacién de rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal ha generado excelentes resultados en la mejora del crecimiento y la
productividad de diferentes cultivos, tal es el caso de B. subtilis una bacteria gram positiva
capaz de generar varios mecanismos beneficiosos para las plantas como fijacion de nitrégeno,
inhibicion de la sintesis de etileno, sintesis de hormonas vegetales, la solubilizacion de

nutrientes como fésforo, hierro y potasio, entre otros (Figura 7) (Vasconez et al., 2020).
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Figura 7

Inoculacidn a nivel de rizosfera en planta de tomate y los beneficios que ofrece Bacillus subtilis

Bacillus subtillis

Promocién de -

== <5 crecimiento
Accion . - - Rl e T :

enzimatica
"""""""""""" Fijacion de
nitrégeno

-~ Produccién de Solubilizacién .
: auxinas de fésforo -

Nota. Representacion esquematica de los beneficios que aporta Bacillus
subtilis a las plantas. Adaptado a (Moreno et al., 2018).

B. subtilis contribuye a la asimilacion de nutrientes

La nutricién es uno de los factores con gran importancia en el manejo de las plantas,
esto se debe a que los cultivos requieren un nivel adecuado de nutrientes debido a su
rendimiento por unidad de superficie (Chailleux et al., 2014) Sin embargo, el uso excesivo de
fertilizantes ha ocasionado una amenaza para el medio ambiente y la salud de la humanidad,
por ello se han desarrollado nuevas tecnologias con un enfoque de sostenibilidad de los
sistemas productivos mediante el uso de microorganismos con propiedades biofertilizantes,
como una practica innovadora y promisoria en las actividades agricolas (Singh y Nehra, 2011).
Es caso de B. subtilis que tiene un efecto promotor de crecimiento al igual que ciertos
mecanismos directos, entre los mas importantes como biofertilizantes fijando biolégicamente el
nitrégeno y solubilizando fosfatos (Corrales et al., 2017).

Ademas, el uso de las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal como

biofertilizante es una opcion sostenible que beneficia la disponibilidad de nutrientes, el
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crecimiento de las plantas y su rendimiento, por los elementos inherentes a la interaccion entre
las rizobacterias y las especies vegetales, centrandose en sus efectos sobre los cultivos a
través del sistema radicular (Moreno et al., 2018).

De esta manera, B. subtilis se ha convertido en modelo de estudio e investigacion por
sus beneficios positivos como biofertilizantes y como agente biolégico de gran capacidad, es
asi como su efecto se ha evidenciado en cultivos como arroz, papa, Arabidopsis thaliana,
lechuga, maiz, tomate, banano, etc, generando una alternativa practica para la formulacion
para las aplicaciones en los cultivos (Sanchez, 2016). Segun Sarmiento et al. (2013) esta
bacteria es capaz de generar un efecto benéfico en el crecimiento de las plantas por diversos
mecanismos, en donde se encuentran la produccion de sustancias antibitticas, produccion de
lipopéptidos que actian como biosurfactantes, solubilizacién de fosfatos y reduccién de

enfermedades en las plantas.

Produccion de hormonas vegetales

Segun (Gutierrez y Probanza, 2000), B. subtilis tiene la capacidad de sintetizar
mecanismos de accién de dos distintas maneras, por un lado, estan los mecanismos indirectos,
gue se centran en el control biolodgico de las enfermedades en las plantas, mediante la
produccién de metabolitos secundarios con actividad microbiana, inhibiendo el desarrollo de
ciertos fitopatdgenos. Por otro lado, los mecanismos directos, que ayudan en la nutricion
vegetal y el potencial promotor de crecimiento por accién de las fitohormonas producidas por
estas bacterias (Swarnalakshmi et al., 2020).

Estos microorganismos capaces de promover el crecimiento de las plantas, también
pueden inducir el crecimiento vegetal directa e indirectamente, en la cual la influencia directa
incluye la produccion de fitohormonas, que incluyen acido indolacético (AlA) del grupo de las
auxinas, acido giberélico (GA 3), citoquininas y acido abscisico (ABA). Ademas, los
mecanismos directos incluyen la liberacion de fosfatos micronutrientes y la fijacién bioldgica de

nitrégeno (Angulo et al., 2014).
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De esta forma, Gonzalez et al. (2022) afirma la capacidad de B. subtilis al secretar acido
indolacético y citoquininas, donde especialmente el acido indolacético juega un papel
fundamental en el desarrollo y crecimiento de las plantas, ademas que protegen al hospedero
contra los estimulos ambientales (Khan et al., 2016). Asimismo, estudios recientes muestra que
estas estas bacterias utilizan al menos tres vias metabdlicas para la biosintesis de acido indol
acético, siendo estas tres vias (i) del &cido indol-3-piravico, (ii) de la indol-3-acetamida vy (iii) del
indol-3-acetonitrilo.

Fijacion de nitrégeno

El nitr6égeno es uno de los principales nutrientes de las plantas, siendo un factor
limitante en el crecimiento de éstas y, como consecuencia, en los ecosistemas de explotaciéon
de la agricultura. De tal manera, Hashem et al. (2019) afirma que al inocular B. subtilis, estas
aumentan su longitud y grosor proporcionalmente debido a que las bacterias que se asocian a
la raiz producen fitohormonas como acido indolacético, e incrementan la fijacion de nitrégeno y
la solubilizacion de fosfatos (Khan et al., 2016). Esto se compar6 con los resultados obtenidos
en la investigacion de (Moreno et al., 2018), donde se obtuvo un 13,7 % mas de crecimiento
foliar en comparacion con las plantas testigo para la especie brocoli.

Por ello, dependiendo de que esta fijacién de nitrégeno sea independientemente
simbidtica o no, se ha demostrado mediante varios estudios que al afiadir B. subtilis a los
cultivos vegetales, se aumentan notablemente la cantidad de nitrégeno disponible, asi como los
rendimientos de las plantas (Moreno et al., 2018).

Solubilizacion de fosforo

Ademas del nitr6geno, otro de los nutrientes principales en las plantas es el fésforo que
en los suelos pueden contener grandes reservas de fésforo total, pero la cantidad disponible
para las plantas suele ser una pequefia proporcion de éste. Por ello, las rizobacterias

promotoras del crecimiento vegetal son capaces de solubilizar el fosfato poniéndolo a
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disposicién de la planta y dandole ventaja frente a todas las plantas que carecen de microbiota
capaz de solubilizar este elemento (Chandrasekaran y Chun, 2016).

Es asi que B. subtilis solubilizan el fosfato mediante diferentes mecanismos para
convertir las formas insolubles de fésforo en formas solubles, ademas que utilizan los azUcares
gue toman de los exudados de las raices de las plantas, lo metabolizan y liberan acidos
organicos como el 4cido butirico, oxalico, succinico, malico, glucoénico, acético, lactico, citrico,
entre otros, que actian como buenos quelantes de los cationes de calcio (Ca2+ principalmente,
aunqgue también hierro (Fe) aluminio (Al) y magnesio (Mg)) que acomparian a la liberacién de
fosfatos a partir de compuestos fosfaticos insolubles (Nihorimbere et al., 2011)

Por otro lado, esta obtencion de fosfatos se genera mediante unas enzimas producidas
por determinados tipos de bacterias, conocidas como fosfatasas. Estas enzimas son capaces
de solubilizar mediante hidrdlisis el fésforo organico procedente de materia organica. De todas
las fosfatasas cabe destacar las fitasas, capaces de hidrolizar el hexafosfato de inositol o fitato,
gue constituye alrededor de un 80% del total de formas en que podemos encontrar el fésforo

organico (Ho et al., 2012).
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CAPITULO 1II
MATERIALES Y METODOS

Ubicacion y caracteristicas del area de estudio

El estudio se llevé a cabo en la Carrera Agropecuaria IASA |, Hacienda “El Prado” de la
Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE”, ubicada en el barrio San Fernando,
geograficamente se encuentra a una altitud de 2748 msnm, en las coordenadas Latitud: 0°, 23,
27" Sy Longitud: 78°, 24’, 47” O.
Fase de campo

La fase de campo de este estudio se llevo a cabo en el invernadero de Horticultura de la
Carrera Agropecuaria IASA |, Hacienda “El Prado” ubicada en la parroquia Sangolqui, canton
Rumifahui, provincia de Pichincha (Figura 8).
Figura 8

Ubicacién del invernadero de Horticultura

3 \ 4
Nota. Representacion de la ubicacién del invernadero de
Horticultura donde se realiz6 el estudio, realizado en el software
Google Earth. Autoria propia.

Fase de laboratorio

La fase de laboratorio de este estudio se llevé a cabo en el laboratorio de Fitopatologia
y Control Bioldgico de la Carrera Agropecuaria IASA |, Hacienda “El Prado” ubicada en la
parroquia Sangolqui, canton Rumifiahui, provincia de Pichincha (Figura 9).
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Figura 9

Ubicacion de los laboratorios de Fitopatologia y Control Biologico

Nota. Representacion de la ubicacién los laboratorios de
Fitopatologia donde se realiz6 el estudio, realizado en el software
Google Earth. Autoria propia.

Disefio experimental

Se evalud la respuesta de plantas de tomate cherry (Solanum lycopersicum var.
cerasiforme) a inoculaciones periédicas de dos cepas de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en
condiciones de invernadero.

Se estableci6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) con tres tratamientos, cada
tratamiento tiene tres repeticiones, en la cual una unidad experimental esta compuesta por
cuatro macetas como unidad muestral (Tabla 1).

Tratamientos

Los tratamientos que se evalué se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1

Tratamientos para evaluar el efecto de inoculaciénes de B. subtilis en parametros agronémicos

y fisiolégicos de tomate cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme)

Tratamientos

Caracteristicas

T1
T2

TO (control)

12 plantas de tomate Cherry inoculadas con células de
Bacillus subtilis cepa CtpxS2-1

12 plantas de tomate Cherry inoculadas con células de
Bacillus subtilis cepa CtpxS3-5

12 plantas de tomate Cherry inoculadas con agua
destilada

Nota. Autoria propia

Las variables se analizaron mediante estadistica descriptiva (media desviacion estandar

y coeficiente de variacién) para determinar el efecto de las inoculaciones periodicas de B.

subtilis sobre las variables dependientes se realizé un andlisis de varianza (ANOVA). Ademas,

los supuestos del analisis de varianza fueron evaluados a través de la prueba de comparacion

de medias de Tukey al 5%.

Modelo matematico

El modelo matematico fue el siguiente:

Donde;

Yij=u+Ci+Eij

Yij = Crecimiento de las plantas de tomate cherry

u = Media general

Ci = Efecto de la i — ésima cepa de Bacillus subtillis

Eij = Error experimental

Croquis experimental

El croquis para este disefio se muestra en la Figura 10..
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Figura 10

Croquis experimental

T3R2

T3R1

T2R1

T1iR2

T2R3

TI1R3

T2R2

T3R3

T2R2

Nota. Croquis experimental y aleatoria de los tres tratamientos
con sus repeticiones T1: B. subtilis CtpxS2-1, T2: B. subtilis
CtpxS3-5, T3: Agua destilada

Métodos

Inoculacién de B. subtilis CtpxS2-1y CtpxS3-5

La inoculacion de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 se realiz6 en la rizosfera de cada
planta de tomate Cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) a una concentracion de
1x10® UFC/ml. La suspension fue aplicada directamente en la rizosfera de la planta a razén de
50 ml por cada planta, cada 15 dias durante tres meses.

Al segundo dia, posterior a cada inoculacion se recolectaron muestras de 1 g de suelo

de cada maceta, con la ayuda de un barreno, para cuantificar la dinamica de la poblacion en la
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rizosfera de cada planta, utilizando el método de dilucién y planteo (Falconi et al., 2022). El
mismo procedimiento se repitié cada 15 dias.
Preparacion de medios de cultivo y bancos de dilucién

Para el plateo, se utilizaron medio Agar Nutritivo-Dextrosa para Levaduras (NYDA) (8 g/l
de caldo nutritivo, 5 g/l de extracto de levadura, 10 g/l dextrosa y 15 g/l de agar) para conteo y
establecimiento de las concentraciones de inéculo y caldo Nutritivo-Dextrosa para Levaduras
(NYDB) para la preparacion de fermento de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5.

Se prepararon bancos de dilucién con 9 ml de agua destilada en tubos de ensayo. Para
realizar la primera dilucién 102, se tomaron 9 ml de agua destilada en un tubo de ensayo y se
afiadié una muestra de 1 g de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5. Posteriormente, se realizaron
las siguientes diluciones seriadas hasta obtener diluciones que satisfagan los criterios de
cuantificacion de las poblaciones de B. subtilis tomando como referencia la dilucién 102
(Falconi et al., 2022).

Cuantificacion de placas

Las poblaciones viables de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 se cuantificaron mediante
cajas Petri con medio agar nutritivo dextrosa para levaduras y se expresaron como unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml). Cada dilucién seriada se sembré con 100 ulL,
rastrillado sobre el medio, ademas cada dilucion se sembré por duplicado y se incub6 por 24
horas a 30°C. Para la cuantificacién de poblaciones se seleccionaron aquellas placas que
tuvieron entre 25 y 250 colonias.

Variables a evaluar
Variables agrondmicas
Altura de la planta
La altura se midi6 con un flexdmetro desde la base de la planta hasta el centro de la

parte apical de la planta, con el fin de aminorar la variabilidad al momento de la recoleccion de
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muestras de suelo no varie. Este procedimiento se realizé cada 15 dias, después de 3 dias de

cada inoculacion.

Indice de contenido de clorofila mediante el Fluorémetro de clorofila CCM-200 (Técnica
no destructiva)

La determinacién de clorofila se utilizé una primera técnica que cuantifico el contenido
de clorofila cada 15 dias, después de 3 dias de cada inoculacién, en 3 foliolos de las hojas de
tomate Cherry, mediante el Fluorémetro de clorofila CCM-200 Clorophyll Content Meter (Opti-
Sciencie).

Variables de laboratorio

Indice de contenido de clorofila por espectrofotometria (Técnica destructiva)

Para la determinacién de clorofila por espectrofotometria se realizé de acuerdo al
método de Arnon (1949), para lo cual se pes6 2,5 g de la hoja fresca, la cual se macer6 en un
tubo de ensayo adicionando 5 mL de acetona al 80%, junto con carbonato de calcio al 1% (v/v).
para evitar la degradacién del carbonato de calcio, hasta extraer todo el colorante de la
muestra, posteriormente se dejo a refrigeracién a 9°C durante 24 horas.

El extracto de la muestra se centrifugd a 2000 rpm durante 15 min, esta operacion se
repitié hasta que el color verde fue eliminado por completo a partir del residuo, se separé 1 ml
del sobrenadante que contiene los pigmentos y se midi6 la absorbancia de esta solucién en un
espectrofotdbmetro a 663 nm y 645 nm para determinar clorofila a 'y b, respectivamente,
utilizando una muestra de acetona al 80% como blanco. Por dltimo, se determinaron las
variables de clorofila a y b con las ecuaciones presentadas, a continuacion:

Clorofila total = (8,02 * Aggz) + (20,21 * Agss) Ec [1]
Clorofilaa = (12,7 * Aggz) — (2,69 * Agsc) Ec [2]

Clorofilab = (22,9 * Agys) + (4,68 * Age3) Ec [3]
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Biomasa

La acumulacion de biomasa se determiné en diferentes érganos de la planta (hojas,
tallo, raiz y fruto) al termino de los 82 dias, una semana después de la Ultima inoculacién de B.
subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5.

Para ello se realizdé un muestreo destructivo de 3 plantas representativas por
tratamiento, los cuales para la materia fresca se pesaron los diferentes 6rganos de la planta por
separado en una balanza analitica (Gonzélez et al., 2018), mientras que para la materia seca
los mismos 6rganos fueron sometidos a un secado en estufa a temperatura constante de 95°C
durante 24 horas; se tomo el dato de materia seca con balanza electronica (Velasco et al.,
2016).

El método para la obtencion del porcentaje de humedad se basa en el secado de una
muestra en un horno y su determinacién por la diferencia entre el peso del material seco y el
material vegetal himedo mediante la siguiente ecuacion (Lépez et al., 2013).

Pi — Pf
%Humedad = ST X100 Ec [4]

Donde:

Pi= Peso inicial

Pf= Peso final
Cuantificacién de auxinas

La determinacion de produccion de acido indolacético se llevéd a cabo por el método
calorimétrico, utilizando el reactivo de Salkowski preparado de la siguiente manera: 15 mL de
H2S04, 25 mL de agua destilada, 0,75 mL de FeCI3-6H20 (0,5 M) (Gordon y Weber, 1950).
Este reactivo se utiliza para la deteccién del grupo indol y tiene como principio la oxidacién que
produce el acido perclérico sobre estas moléculas, generando una coloracion de la gama

rosada a fucsia. Esto indica la presencia de moléculas con grupo aromatico indol, relacionado
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estrechamente con la presencia de compuestos auxinicos en la muestra analizada (Glickmann
y Dessaux, 1995).

Se elabora una curva estandar de 4cido indolacético, la cual se prepara mediante
soluciones estandar con concentraciones de 0, 2, 4, 8, 10, 15, 20 y 30 ug/mL a partir de una
solucion madre de 1 mg/mL de acido indolacético. Con las soluciones preparadas se construyé
la curva de calibracién de acido indolacético midiendo la absorbancia a una longitud de onda de
530 nm usando un espectrofotometro (Celis y Gallardo, 2008). Los valores de la curva de
calibracion de acido indol acético obtenida se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2

Elaboracion de curva estandar de acido indolacético

Solucion madre Curva estandar
Volumen solucién Volumen de agua [AIA] (ug/ml) Lecturas de
madre (uL) (V) 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. Curva de calibracién de acido indolacético para la cuantificacién bajo el método
de Salkowsky. Recuperado de (Glickmann y Dessaux, 1995).

Para este ensayo, se utilizaron muestras de raices de plantas de tomate Cherry,
previamente lavadas con agua destilada, las cuales fueron colectadas en fundas negras para
evitar la exposicion de luz, ya que la concentracion de auxinas puede degradarse. Se pes6 1 g
de muestra de raiz y coloc6 en tubos Falcon recubiertos con papel aluminio, previamente
rotulados. A continuacion, se afadié 5 ml de extracto de acetona (80%) y dejo reposar en

refrigeradora a -4°C por 24 horas para ayudar a la extraccion de acido indolacético.
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Transcurrido el tiempo, las muestras fueron molidas en un mortero. Se marcaron tubos
de ensayo y se transfirio el extracto de la muestra a estos tubos de ensayo recubiertos con
papel aluminio, previamente rotulados. Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 500
rpm durante 10 min. Luego, se coloc6 1 mL de sobrenadante en un tubo de ensayo con papel
aluminio y adicion6 3 ml del reactivo de Salkowski, dejandolo reposar durante 30 min, sin
exponer las muestras a la luz. Finalmente, se colocé 1 mL en cada celda por muestra para leer
en el espectrofotdbmetro a una absorbancia a 530 nm (Celis y Gallardo, 2008).

Fijacion de nitréogeno

Para la deteccion de la capacidad fijadora de nitrégeno en placa, se utilizé6 un medio libre
de nitrégeno (medio Ashby), medianamente selectivo para bacterias fijadoras, que permite el
crecimiento de bacterias fijadoras de nitrdgeno. Las cepas B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5
obtenidas del sustrato para dinamica poblacional se sembraron en agar Ashby Manitol (Manitol
15 g/L; K;HPO4 0,3 g/L; MgS0..7H.0 0,3 g/L; NaCl 0,3 g/L; CaCO3 7,5 g/L; agar-agar 18 g/L; pH
7,2) y se incubo por 5 dias a 32°C (Sarmiento et al., 2013).

Solubilizacién de fosfatos

Para determinar si las bacterias solubilizan fosfato, las cepas B. subtilis CtpxS2-1y
CtpxS3-5 obtenidas del sustrato para dinAmica poblacional, se sembraron en medio de agar
Pikovskaya, que contiene (por litro): 0,5 g de extracto de levadura, 10 g de dextrosa, 5 g de
Ca3(P0O,), Cas(PO4)2,0,5gde (NH4)2S0 4, 0,2 g de KCl, 0,1 g de MgSO 4 x 7H 2 O,
0,0001 g de MnSO 4 -H 2 O, 0,0001 g de FeSO 4 x 7TH 2 Oy 15 g de agar (Hernandez et al.,
2011). Se incubaron a 28°C durante 5 dias. Las cepas produjeron un halo amarillo alrededor de

las colonias se consideraron positivas.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
Resultados

Altura

En la Tabla 3, se muestra que las plantas de tomate Cherry alcanzaron una tendencia
progresiva, a pesar que no mostraron diferencias significativas para su altura hasta los 15 dias
después del trasplante (DDT). Sin embargo, a partir los 30 dias después del trasplante, se
evidenciaron diferencias significativas para la altura de las plantas que recibieron las cepas de
B. subtilis en comparacion con el testigo. Finalmente, en la Ultima inoculacion, al dia 75, la tasa
de crecimiento presento diferencias significativas entre tratamientos (F (2;6) = 1813,17; p <
0,0001). Las plantas que recibieron del B. subtilis CtpxS2-1 presentaron la mayor altura con
una media de 145,31 cm (Figura 13), en comparacion con los demas tratamientos.
Figura 11
Efecto de aplicaciones sucesivas de dos cepas de B. subtilis en la altura (cm) de plantas de

tomate Cherry a los 75 dias después del trasplante
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Tabla 3

Efecto de aplicaciones sucesivas de dos cepas de B. subtilis en la altura (cm) de plantas de tomate Cherry

TRATAMIENTO 0 DDT 15 DDT 30 DDT 45 DDT 60 DDT 75 DDT

Cepa CtpxS2-1 57,43+198 A 7791+231 A 10434+174 A 11816+109 A 13344+152 A 14531%+0,69 A
Cepa CtpxS3-5 4797+194 B 8182+283 A 105+343 A 11503+1,18 A 13267+122 A 140,03+0,03 B

TESTIGO 44 +0,79 B 77,76+0,12 A 96,03+040 B 116,06+287 A 121,86+0,99 B 126,11+0,14 C

Nota. Media + desviacién estandar, medias con letras diferentes pertenecen a grupos estadisticamente heterogéneos (a>0.05). Autoria
propia.

indice de contenido de clorofila

Se evalug el indice de contenido de clorofila mediante una técnica no destructiva y otra destructiva. En cuanto a la técnica no
destructiva (Tabla 4), se puede evidenciar diferencias significativas (P<0,0001) entre tratamientos a partir del dia 45 al dia 75
después del trasplante. El indice de contenido de clorofila al final de la fase experimental, al dia 75, present6 diferencias
significativas entre tratamientos (F (2;6) = 193,00; p < 0,0001), donde las plantas que recibieron B. subtilis Ctpx2-1 presentaron el

mayor indice de contenido de clorofila con una media de 44,45 ICC (Tabla 3), en comparacion con los demas tratamientos.



Tabla 4

Efecto de las aplicaciones sucesivas de dos cepas de B. subtilis en el indice de contenido de clorofila en hojas de tomate Cherry

TRATAMIENTO 0 DDT 15 DDT 30 DDT 45 DDT 60 DDT 75 DDT

Cepa CtpxS2-1 17,87+0,97 A 2596+153 A 31,74+0,73 A 3824+033 A 3839+120 A 4445+032 A
Cepa CtpxS3-5 18,27+0,21 A 2595+1,72 A 27,70x153 B 3551+0,03 B 3517+0,77 B 40,76+0,56 B

TESTIGO 15,78+0,14 B 2233+129 A 2740+0,11 B 31,74+0,13 C 3056+030 C 37,00£048 C

Nota. Media + desviacién estandar, medias con letras diferentes pertenecen a grupos estadisticamente heterogéneos (a>0.05).
Autoria propia.

Por otro lado, utilizando la técnica destructiva (Tabla 5), se analizé el indice de contenido de clorofila (ug/ml) en hojas de
tomate Cherry por espectrofotometria por efecto de inoculaciones con B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 frente al testigo.
Las dos técnicas arrojaron resultados similares donde plantas inoculadas con B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 presentaron un

mayor indice de clorofila comparando con plantas que recibieron solo agua destilada.
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Tabla 5

Efecto de aplicaciones sucesivas de dos cepas de B. subtilis en el indice de contenido de clorofila (ug/ml) en hojas de tomate Cherry

TRATAMIENTO 30 DDT 45 DDT 60 DDT 75 DDT

Cepa CtpxS2-1 54,22+128 A 57,43+1202 A 51,78+173 A 52,06 + 1,03 A
Clorofila Total Cepa CtpxS3-5 54,40+446 A 5475+572 A 5560+272 A 48,02 + 4,43 A

TESTIGO 54,16 +6,53 A 5248+745 A 3837+152 B 35,30 + 1,93 B

Cepa CtpxS2-1 19,35+0,74 A  2047+417 A 1943+172 A 20,10 + 0,73 A

Cepa CtpxS3-5 1941+161 A 1948+198 A 2025+054 A 18,29 + 0,27 AB
Clorofila A

20,03 +
TESTIGO A 1865+264 A 1446+095 B 17,25 + 1,56 B
62,99

Cepa CtpxS2-1 34,86+055 A 3695+785 A 3236009 A 31,97 £ 0,94 A
Clorofila B Cepa CtpxS3-5 3500+285 A 3527+374 A 3534+221 A 29,73 + 4,16 A

TESTIGO 3413+4,12 A 3382+481 A 2391+106 B 18,05 + 2,98 B

Nota. Media + desviacion estandar, medias con letras diferentes pertenecen a grupos estadisticamente heterogéneos (a>0.05).

Autoria propia.



Dinamica poblacional

En la Figura 14, se evidencia el crecimiento poblacional de las dos cepas de B.subtilis y
el testigo en el tiempo. Tras las inoculaciones periddicas desde el inicio hasta el final de la fase
experimental a los 75 dias, se observé un mayor crecimiento de Unidades Formadoras de
Colonias por gramo de suelo (UFC/g) en los tratamientos inoculados con B. subtilis CtpxS2-1y
CtpxS3-5 con un valor de 2,13 x 10° UFC/g y 1,95 x 10° UFC/g respectivamente, comparado
con el testigo que presentd no presento crecimiento.
Figura 12
Crecimiento de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en la rizosfera de plantas de tomate Cherry, por

efecto de inoculaciones perioddicas
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Porcentaje de humedad

En este estudio, se analiz6 el porcentaje de humedad en diferentes 6rganos (raiz, tallo,
hojas y frutos) de la planta tomate Cherry, a los 75 dias después del trasplante por efecto de
inoculaciones con las cepas de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5, en comparacion con plantas
testigo que recibieron Unicamente agua. Estas cepas fueron analizadas con el fin de

comprender como afectan en la distribucién de humedad en los diferentes 6rganos de las



plantas. No se evidenciaron diferencias significativas entre los tratamientos con las cepas
CtpxS2-1y CtpxS3-5 y el testigo (Tabla 6). Sin embargo, en la Figura 13 se muestra un ligero
aumento del porcentaje de humedad en raiz, tallo y hojas en la cepa CtpxS2-1, en comparacion
con los demas tratamientos

Tabla 6

Efecto de aplicaciones sucesivas de dos cepas de B. subtilis en el porcentaje de humedad de

organos (raiz, tallo y hojas) de plantas de tomate Cherry a los 75 dias después del trasplante

TRATAMIENTO Raiz Tallo Hojas

Cepa CtpxS2-1 71,47 +257 A 7863+173 A 7294+252 A
Cepa CtpxS3-5 69,92+385 A 77,06+220 A 7229+1,12 A
TESTIGO 69,64+228 A 7581+405 A 71,73+x164 A

Nota. Media + desviacion estandar, medias con letras diferentes pertenecen
a grupos estadisticamente heterogéneos (a>0.05). Autoria propia.

Figura 13
Efecto de aplicaciones sucesivas de dos cepas de B. subtilis en el porcentaje de humedad de
organos (raiz, tallo y hojas) de plantas de tomate Cherry
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Contenido de auxinas

La cantidad de acido indolacético obtenidas en los tres tratamientos no mostro
diferencias significativas (F (2;6) = 1,55; p 0,2865) (Tabla 7), no obstante, se puede evidenciar
graficamente que las inoculaciones con B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 presentaron un mayor
contenido de auxinas en plantas de tomate Cherry, con 2,23 ug/mly 2,62 ug/ml
respectivamente luego de 75 dias después del trasplante (Figura 14). Estos resultados indican
gue las cepas de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 promueven mayores niveles de &cido
indolacético en comparacién con la muestra testigo en las plantas de tomate Cherry.

Tabla 7
Efecto de aplicaciones sucesivas de dos cepas de B. subtilis en el contenido de acido

indolacético (ug/ml) en raices de tomate Cherry

TRATAMIENTO AlA (ug/ml)
Cepa CtpxS2-1 2,23 +0,52 A
Cepa CtpxS3-5 2,62 +0,40 A
TESTIGO 1,97 £ 0,43 A

Nota. Media * desviacion estandar, medias con letras
diferentes  pertenecen a grupos estadisticamente
heterogéneos (0>0.05). Autoria propia.

Figura 14
Contenido de auxinas en plantas de tomate Cherry por efecto de inoculaciones de B. subtilis

CtpxS2-1y CtpxS3-5 luego de 75 dias después del trasplante
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Fijacion de nitrégeno

Para la determinacion de la capacidad de fijar de nitrégeno por parte de las cepas de B.
subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en un medio libre de nitrégeno (Ashby manitol) (Sarmiento et al.,
2013), en la Figura 15 se evidencia el crecimiento de B. subtilis, los cuales fueron sembrados
en una dilucién 103, Ademas, la cantidad de colonias que se presentd en los medios fue mayor
para la cepa B. subtilis CtpxS2-1, demostrando una mayor capacidad de fijar este elemento.
nuevamente un mayor crecimiento poblacional.
Figura 15

Crecimiento de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en medio libre de nitrdgeno (Ashby manitol)

Nota. Crecimiento de bacterias (A) B. subtilis CtpxS2-1 (B) B. subtilis
CtpxS3-5 en dilucién 103, Autoria propia.

Solubilizacion de fosfatos

En la Figura 16 se presenta los resultados obtenidos de forma cualitativa en el medio
Pikovskaya (Hernandez et al., 2011), donde se evidencia el crecimiento poblacional de las
cepas de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5, mediante la formacion de halos amarillentos
alrededor de las colonias, productos de la solubilizacion de fésforo de las cepas B. subtilis
CtpxS2-1y CtpxS3-5. Ademas, la comparacion de los diferentes halos de solubilizacion de
fostato, en la cual la cepa B. subtilis CtpxS2-1 presentd halos mas grandes, comparado con la

cepa B. subtilis CtpxS3-5.
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Figura 16

Solubilizacion de fésforo de cepas de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5

Nota. Crecimiento de halo amarillento alrededor de las colonias (A) B. subtilis
CtpxS2-1 (B) B. subtilis CtpxS3-5 en dilucién 103, Autoria propia.

Discusion

El crecimiento microbiano de las cepas de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en la
rizosfera de plantas de tomate, mostr6 un efecto significativo después de la inoculacion,
evidenciando que B. subtilis contribuyen en la promocién del crecimiento vegetal y produccion
de fitohormonas. Segun Anguiano et al. (2019), B. subtilis tiene un efecto promotor de
crecimiento a partir de la tercera semana de inoculacion, lo que corrobora con los resultados de
esta investigacion que a partir del dia 30 (cuarta semana) se evidenci6 diferencias significativas
(Tabla 2) entre los tratamientos inoculados con B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en comparacion
con el testigo. Ademas, (Buensanteai y Yuen, 2008) y (Bharucha et al., 2013) sefialan que la
promocién directa del crecimiento de las plantas depende del equilibrio entre la produccion de
fitohormonas como el &cido indol-3-acético, giberelinas y citoquininas.

Asimismo, Stefan et al. (2013) afirman que el potencial promotor del crecimiento de dos
cepas de rizobacterias Bacillus pummilus y Bacillus mycoides que en combinacién o solas,
fueron eficaces para aumentar las actividades fotosintéticas, la eficiencia en el uso del agua y

el contenido de clorofila en plantas de frijol en condiciones de no uso de fertilizantes quimicos,
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corrobora en esta investigacion que en plantas de tomate Cherry bajo el efecto de B. subtilis,
también aumento el contenido de clorofila de las hojas de los tratamientos con B. subtilis
CtpxS2-1y CtpxS3-5. Ademas, en la misma investigacion Stefan et al. (2013) menciona que
este efecto positivo es mas pronunciado durante las etapas vegetativas y de floracion
temprana, lo que concuerda con el efecto observado en nuestro ensayo con tomate Cherry que
se empezo desde la etapa vegetativa hasta la etapa de fructificacion e inicio de maduracién.

Por otro lado, (Martinez y Océn, 2008) reportan la gran movilidad que posee el
nitrégeno, al lograr acumular el mayor contenido de clorofila y nitrégeno en las hojas ubicadas
en su tercio medio en plantas de diferentes especies, de esta forma se evidencia el aporte que
ofrece B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 a la planta, por medio de ciertos mecanismos directos,
entre ellos quiz& el mas importante como biofertilizante fijando biolégicamente el nitrégeno.

En cuanto acerca de dinAmica poblacional en la Figura 14, se evidencia el crecimiento
poblacional de las dos cepas de B.subtilis en el tiempo, en la cual Corrales et al. (2017)
mencionan que las bacterias del género Bacillus, son capaces de colonizar diversos habitats,
debido a su diversidad metabdlica, en especial la especie B. subtilis que habitan la rizosfera,
por ello la presencia y colonizacion en las cepas B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5. Seglin Nunes
et al. (2023) la presencia mas prolongada de la bacteria en la rizosfera daria como resultado un
beneficio prolongado de promocién de crecimiento. Estos resultados coinciden con la
evaluacion de las variables agrondmicas vy fisiologicas, ya que se evidencia nuevamente que la
cepa B. subtilis CtpxS2-1, presenta mejores resultados en la colonizacion de la rizosfera,
promocioén de crecimiento e indice de clorofila, seguida de la cepa B. subtilis CtpxS3-5
comparando con el tratamiento testigo.

Se ha documentado varios tipos de rizobacterias, en particular las grampositivas que
son capaces de producir acido indolacético utilizando diferentes vias metabdlicas, en la cual a
veces una sola cepa bacteriana abarca mas de una via (Rashid et al., 2012), de tal manera que
la produccion de acido indolacético puede variar entre diferentes cepas. Khan et al. (2016)
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demuestra que la produccion de acido indolacético varia en diferente especies y cepas de
bacterias, ademas que las condiciones del cultivo, la etapa de crecimiento y la disponibilidad de
sustrato influyen en la cantidad de produccién de &cido indolacético. En nuestro ensayo la
cantidad auxinas en los tratamientos con B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 fue de 2,23 ug/mly
2,62 ug/ml respectivamente (Figura 16), mostrando que B. subitilis, puede producir diferentes
concentraciones de metabolitos secundarios como es el caso en la produccion de hormonas
vegetales (Anguiano et al., 2019).

En cuanto, al porcentaje de humedad en diferentes érganos (raiz, tallo y hojas) de la
planta tomate Cherry, inoculadas con cepas de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 no mostraron
diferencias significativas con respecto al tratamiento testigo, corroborando con la investigacion
de Anguiano et al. (2019) donde tampoco se encontraron diferencias significativas para el
porcentaje de humedad en tallos, hojas y raices que evaluaron en tres cepas B. subtilis (BSN,
BS14 y BS8) en cultivos de Solanum lycopersicum y Arabidopsis thaliana.

Finalmente, se logré evidenciar la capacidad de fijacién bioldgica de nitrégeno y
solubilizacion de fosfatos de forma cualitativa, actividades que realizan por el complejo proteico
mediante enzimas como nitrogenasas Yy fitasas, con un efecto positivo en la promocion del
crecimiento vegetal y en el aumento del potencial productivo (Corrales et al., 2017). La fijacién
de nitrégeno mediante B. subtilis participan en el proceso microbiano, en el cual el nitrégeno
atmosférico se reduce a amonio y se incorpora a la biomasa mediante procesos microbianos,
convirtiéndose asi en la fuente principal de nitrégeno para las plantas (Molina et al., 2015).
Ademas, Tejera et al. (2011) menciona que este proceso se lleva a cabo por la enzima
nitrogenasa, presente en todos los microorganismos fijadores del nitrdgeno, como la especie B.
subtilis.

Por otro lado, la capacidad de solubilizacion de fosfatos en el medio Pikovskaya que se
evidencian mediante el crecimiento de colonias y los halos de solubilizacién en las cepas de
estudio, en donde Ramirez et al. (2014) mencionan que la relacion del halo en el medio y su
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capacidad solubilizadora nos indican procesos de produccién de enzimas como fosfatasas,

fitasas y acidos organicos, asi como la acidificacion del medio dada por la disminucién del pH.

Asimismo, (Fernandez y Rodriguez, 2006) mencionan que las fitasas son enzimas que se
encuentran distribuidas en bacterias gran positivas, como el caso de bacterias del género
Bacillus, donde la produccién de enzimas fitasas permiten la solubilizacion de fésforo a partir
del &cido fitico, el aislamiento y caracterizacion de nuevos genes de fitasas, donde su
manipulacién constituiria una via para incorporar a los microorganismos la capacidad de

degradar el 4cido fitico y asi mejorar la disponibilidad de fésforo en las plantas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El efecto de la cepa de B. subtilis CtpxS2-1 presentd respuestas positivas en la
colonizacion de la rizosfera en plantas de tomate Cherry, favoreciendo su crecimiento y
aumento el contenido de clorofila

El contenido de auxinas en plantas de tomate Cherry inoculada con la cepa de B.
subtilis CtpxS3-5 tuvo un efecto mayor con 2,62 ug/ml, determinando que la
concentracion de acido indolacético contribuyd con una respuesta positiva por el
potencial promotor de crecimiento por accion de las fitohormonas, como &cido indol-3-
acetico.

Las cepas de B, subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 tienen la capacidad de fijacion de
nitrégeno y solubilizacién de fosfatos, actividades que realizan mediante enzimas como
nitrogenasas Y fitasas, funcionando como bioindicadores.

El efecto de las inoculaciones periddicas de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 colonizaron
exitosamente la rizosfera de las plantas de tomate Cherry, lo que se evidenci6 con las

respuestas positivas de las variables agronémica y fisiolégicas del cultivo.
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Recomendaciones

Continuar con el seguimiento de las plantas de tomate Cherry en un periodo més largo

para obtener un crecimiento bacteriano de Unidades Formadoras de Colonia por gramo

de suelo (UFC/g) mayor y su efecto en la produccion y calidad.

Realizar otras investigaciones similares en diferentes especies de solanaceas para
determinar si el efecto de B. subtilis es igual o mayor que en tomate Cherry.

Analizar el crecimiento bacteriano de B. subtilis por medio de la densidad Optica en
espectrofotbmetro, para evidenciar la concentracion real de Unidades Formadoras de
Colonia por gramo de suelo (UFC/qg).

Determinar en futuras investigaciones el incremento de las cantidades de nitrégeno y
fésforo en las plantas bajo el efecto de B. subtilis mediante mecanismos como fijacién

de nitrégeno y solubilizacién de fosfato.
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