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INTRODUCCION

Microorganismos del suelo

Rizobacteria promotoras de
crecimiento vegetal (RPCV)

Antagonista de
enfermedades fangicas

Bacillus subtilis <

Promocion de
crecimiento vegetal
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INTRODUCCION

Justificacion

: ) : Se encuentra en asociacion
Bacillus Rizobacteria promotoras de .
m —*1 crecimiento vegetal (RPCV) > con las plantas dentro la
subtillis J rizosfera
Actua en la promocion del Creando un microbioma |«
crecimiento y mejora del estrés |« favorable a través de la
bidtico de la planta. colonizacion de raices

Yanez-Mendizabal y Falconi (2021) mencionan que

B. subtilis tiene la capacidad de promover el Tomate Cherry

— | crecimiento de las plantas mediante la produccién

de metabolitos como auxinas, sideroforos, acidos
organicos y antibioticos

El empleo de biofertilizantes bacterianos ha
sido una de las alternativas sostenibles
para aumentar la produccién agricola y
minimizar la utilizacién de fertilizantes y
fungicidas, especificamente en el cultivo de
tomate Cherry.

Corrales-Ramirez et al. (2017); Hashem et al. (2019)
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OBJETIVOS

GENERAL

« Determinar el efecto de células de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en la promocién de crecimiento (altura, indice de

clorofila, biomasa), produccion de auxinas (acido indol acético), y accion enzimatica (fitasas y nitrogenasas) en

plantas de tomate cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) en un periodo.

ESPECIFICOS

1. Determinar la promocion de crecimiento en plantas de tomate cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) por

efecto de B. subtillis en un periodo de 3 meses.
2. Cuantificar el contenido de auxinas en plantas de tomate cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme).

3. Establecer la accién enzimatica en plantas de tomate cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) por efecto de

Bacillus subtillis en un periodo de 3 meses.

4. Cuantificar la dinamica poblacional de B. subtilis presente en la rizosfera del cultivo cada 15 dias durante 3 meses.
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HIPOTESIS

HO: Las células de Bacillus subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 no actdan en la promocion de crecimiento en

plantas de tomate cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme).

H1l: Las células de Bacillus subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 actlian en la promociéon de crecimiento en

plantas de tomate cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme).

@ESPE

UNIVE RS!D&U DE LAS FUERZAS ARMADAS
lllllllllllllllllllllllll




Bacillus subtilis

Bacteria Gram (+)

Colonizaciéon de larizésfera

Esta colonizacion de microorganismos
bacterianos a nivel radicular esta
relacionada con la concentracion y
composicion de los exudados de las

AsimilaciG¥82 nutrientes

Habita de forma endémica en los suelo

. Produccion de

Produccion de sustancias capaces de movilizar
nutrientes de tipo aminoacido, sideroforos o acidos
organicos que liberaran fosforo, hierro y/o aluminio

Corrales-Ramirez et al. (2017); Khan et al. (2016)

REVISION DE LITERATURA

Rizobacterias Promotoras de
Crecimiento Vegetal (RPCV)

Promocion de
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nitrogeno
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Solubilizacion -
auxinas de fosforo
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METODOLOGIA

[ Ubicacion de la zona de investigacion ]

Hacienda “El Prado” - IASA |

Provincia: Pichincha
Cantén: Rumifiahui
Sector: San Fernando
Latitud: 0°23’27.98” S
Longitud: 78°,24°44°°0

* Temperatura media anual
de 20,04 °C

‘ e - , ' Humedad relativa de 60%
IASA"L"IASA ‘ ,

Invernadero de
Horticultura

Condiciones Temperatura media anual :
_ —»- :
laboratorio i esde 16,3 °C ’
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Disefio experimental
T3R2

i Se establecié un Disefio Completamente al Azar con tres i
: tratamientos, cada tratamiento tiene tres repeticiones, en
: la cual una unidad experimental estd compuesta por cuatro T2R1
i macetas como unidad muestral. ;

T3R1

: Croquis
Tratamientos : T1R2
experimental
T1R3
T1 Bacillus subtilis cepa CtpxS2-1
T2 Bacillus subtilis cepa CtpxS3-5
T2R2
T3 (Testigo) Plantas inoculadas con agua destilada T3R3
RS - 4
Tha]
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METODOLOGIA

[ Fase de campo ]

[ Preparacion de sustrato y trasplante ]

TOMATOT ~ 3 - g\ T .:i' O/ ” s i ” i Fa S v § . .
Yellow r.enr 1 r lhr \1"— "' \ ',\‘ R 3 - .’ .- A,_.‘ ‘b B i F "'.' . g Slstema de rlego

por goteo

3 AW 3
T B IR e A S et

"=

Aplicacion
directamente en
la rizosfera de la

planta

Inoculacién de

) — 50 ml
Tratamientos
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METODOLOGIA

[ Dinamica poblacional J
Preparacion de _,[ Siembra ]
muestras T
1 Medio NYDA
Preparacion de medio 1 gramo de suelo !
de cultivo (rizosfera) 100 uL
v
. * Incubé por 24
NYDA Bafio maria horas a 30°C

(80°C — 20 min)

Y

Banco de dilucion
seriada

y

9 ml de agua
destiladay 1 gr suelo
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METODOLOGIA

Variables a medir

Variables cuantitativas

indice de contenido Calibracion % Humedad
de clorofila espectrofotémetro !
Altura de l ([ Tomade
la planta Clha = (12,7 * Agg3) — (2.69 * Agss) ____muestras
i Clhb = (22.9 * Agg3) — (8.12 % A .J'
Espectrofotometria (22.9 * Age3) — (8.12 % Agys) Pesaje de la
1 ChIT: = (8.02 * Age3) — (20.21 * Agys) muestra fresca
: : v
2,5 g de la hoja fresca Secado en la
5 mL de acetona (80%) estufa
£ Carbonato de calcio J
Indice de -
contenido de v 96°C Pesaje de la
dlorofila Colocar la muestra y 24 Horas| muestra seca
guardar en refrigeracion v
l (9°C) 24h [ Calculo del % de
Humedad
Fluorimetro c ¢'f
de clorofila entrirugar . __ Pesomuestra inicial — Peso muestra seca
CCM-200 200 rpm - 10 minutos YoHumedad = Peso de la muestra inicial * 100
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METODOLOGIA

Variables cuantitativas ] [ Variables cualitativas
Concentracion [ . — 0 ] — (
de auxinas — gr raiz + Acetona (80%) Flj_acllon de
| * nitrégeno ‘
Macerar con un mortero l
Preparacion 1 — _ | |
reactivo Salkoswki Centrifugaron a 500 rpm (10 min) Sl‘i(lea rue;ulc;zeonlijtrr]érgeegéo 4 S
v A
C(e:lllijtr)\rlsccilgn 2ml de Sobrenadante : y : i g
+ 3ml de Reactivo de Medio Ashby Manitol =
Salkoswki
(30 min)

Solubilizacion de
fostatos

l

Medio de agar
Pikovskaya

Lectura espectrofotometro
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- Altura

Tabla 1. Efecto de las aplicaciones sucesivas de dos cepas de B. subtillis en

la altura (cm) de plantas de tomate Cherry

30 DIAS 45 DIAS 60 DIAS 75 DIAS
TRATAMIENTO
X + DE X + DE X + DE X + DE
CepaCtpx2-1 || 104,34+174 A |11816+109 A 13344+152 A | 145311069 A
Cepa Ctpx3-5 105+343 A |11503+118 A 13267+122 A 140,03+003 B
TESTIGO 96,03+040 B 11606+287 A 12186+099 B 12611+014 C

Nota. Media + desviacion estandar, medias con letras diferentes pertenecen a

grupos estadisticamente heterogéneos (a>0.05).

i Anguiano et al. (2019) afirma que B. subtillis tiene un efecto promotor
de crecimiento a partir de la tercera semana de inoculacion, lo que : '
i corrobora con los resultados de esta investigacion que a partir del dla

t 30 (cuarta semana).

............................................................................................................................................................................

RESULTADOS Y DISCUCION

Figura 1. Altura en plantas de tomate Cherry en
la fase final de la experimentacion

150

145,31

140,03

W Cepa Ctpx2-1
Cepa Ctpx3-5
W TESTIGO

[y
w
o

126,11

120

ALTURA
TRATAMIENTOS

: Bharucha et al.

(2013) sefialan que la‘

promocion del crecimiento depende del
i equilibrio entre las auxinas y otras i
: fitohormonas. :
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RESULTADOS Y DISCUCION

Tabla 2. Efecto de las aplicaciones sucesivas de dos cepas de B. subtillis en el indice de contenido de clorofila (ICC)
en hojas de tomate Cherry

0 DIAS 15 DIAS 30 DiAS 45 DIAS 60 DIAS 75 DIAS
TRATAMIENTO

X £ DE X = DE X = DE X = DE X+ DE X = DE

CEPACTPX2-1 | 1787097 A 2596153 A 31,74 £ 0,73 A 3824033 A 3839120 A [4445x032 A

CEPACTPX3-5 | 1827021 A 2595x1,72 A 27,70 £ 1,53 B 3551+003 B 3517x0,/7 B |40,/6+056 B

TESTIGO 15,78+ 0,14 B 2233+x1,29 A 27,40 + 0,11 B 31,74+013 C 3056030 C |37,00£048 C

Nota. Media + desviacion estandar, medias con letras diferentes pertenecen a grupos estadisticamente heterogéneos
(0>0.05).
: : Martinez & Ocon (2008) reportan la gran movilidad que posee el nitrégeno, al lograr acumular
eI mayor contenido de clorofila y nitrogeno en las hojas.

Stefan et al. (2013) afirman que el potencial promotor del crecimiento del dos cepas de rizobacterias BaC|IIus
pummllus y Bacillus mycoides que en combinacidon o solas, son eficaces para aumentar las act|V|dades
fotosmtetlcas la eficiencia en el uso del agua y el contenido de clorofila en plantas de frijol en condiciones de no
apllcar fertilizantes quimicos
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Tabla 3. Efecto de aplicaciones sucesivas de dos cepas de B. subitillis
en el indice de contenido de clorofila (ug/ml) en hojas de tomate Cherry

60 dias 75 dias
TRATAMIENTO

X = DE X = DE
Cepa Ctpx2-1 51,78 +1,73 A 52,06 + 1,03 A
Clorofila Total Cepa Ctpx3-5 55,60 + 2,72 A 48,02 + 4 43 A
TESTIGO 38,37 + 1,52 B 35,30 + 1,93 B
Cepa Ctpx2-1 19,43 +1,72 A 20,10 £ 0,73 A
Clorofila A Cepa Ctpx3-5 20,25+0,54 A 18,29 + 0,27 AB
TESTIGO 14,46 + 0,95 B 17,25 + 1,56 B
Cepa Ctpx2-1 32,36 +£0,09 A 31,97 £ 0,94 A
Clorofila B Cepa Ctpx3-5 35,34 + 2,21 A 29,73 4,16 A
TESTIGO 23,91 + 1,06 B 18,05 * 2,98 B

INDICE DE CLOROFLIA

RESULTADOS Y DISCUCION

Figura 2. indice de contenido de clorofila (ug/ml) en hojas
de tomate Cherry en la fase final de la experimentacion

70

60

50
40 1
30
2 o
n
o
1
0

CLOROFILA TOTAL CLOROFILA A
TRATAMIENTOS

W Cepa CtpxS2-1
H Cepa CtpxS3-5
TESTIGO

o

17,28—
0S—

o

18

CLOROFILA B

Lovaisa et al. (2018) afirma que el efecto de |
i PGPR pueden promover el crecimiento, mejorar
: la nutricion mineral e incrementar el contenido i
i de clorofila en las hojas :

-
.
.
.
.

Nota. Media + desviacién esté_ndar, medias con |etras diferentes pertenecen e tearremsuresssressEEEssSEEESEEERSEEESNSEERSREESNRNSESNEERNNEEaNNEeRaRENanREaAREaRREenRAEeRaREranEranrErannren

a grupos estadisticamente heterogéneos (a>0.05).
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RESULTADOS Y DISCUCION

* Dinémica poblacional Figura 3. Crecimiento de B. subtillis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en la rizosfera
de plantas de tomate Cherry, por efecto de inoculaciones periodicas

7

6 -

. \ N — &

—o—Cepa CtpxS2-1
Cepa CtpxS3-5
2 —e—TESTIGO

LOG10 (UFC/ml)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
TIEMPO (DiAS)

L T
: Nunes et al, (2023) la presencia mas

prolongada de la bacteria en la rizosfera daria |
i como resultado un beneficio prolongado de i
: promocion de crecimiento. :
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RESULTADOS Y DISCUCION

- Porcentaje de humedad

Figura 4. Efecto de aplicaciones sucesivas de dos cepas de B. subtillis en el porcentaje de humedad de 6rganos
(raiz, tallo y hojas) de plantas de tomate Cherry

85
80
2 75 [
[a)
w
% [ W Cepa Ctpx2-1
i 70 { W Cepa Ctpx3-5
© —
o) TESTIGO
& z
. 2 5
o
60
RAIZ TALLO HOJAS

ORGANOS DE TOMATE CHERRY

Angwano Cabello et al. (2019) no 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
cultlvos de Solanum lycopersicum y Arabidopsis thaliana.
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RESULTADOS Y DISCUCION

 Auxinas (AlIA)

Figura 5. Contenido de AIA de las cepas de B. subtillis CtpxS2-1 y
CtpxS3-5 en plantas de tomate Cherry

3,00
2,62 *
2,50
2,23 {

— 2,00
E 1,97 ¥
SN
150
<
<€ 1,00

0,50 i (Anguiano Cabello et al., 2019). mostrando que

000 B. subtilis, puede producir diferentes

Cepa CtpxS2-1 Cepa CtpxS3-5 TESTIGO i concentraciones de metabolitos secundarios
TRATAMIENTOS i como es el caso en la produccion de hormonas

s I s s E Vegeta|es (Anguiano Cabello et al., 2019)
Khan et al. (2016) afirman que la concentracidon de IAA es elevada bajo el N

i efecto de diferentes cepas de Bacillus, razén por la cual las cepas tuvieron
: un efecto positivo en la promocion de crecimiento y desarrollo de la planta.
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RESULTADOS Y DISCUCION

* Fljacion de nitrégeno - Solubilizacion de fosfatos
Figura 6. Crecimiento de B. subtillis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en Figura 7. Solubilizacion de fésforo de cepas de B. subtillis
medio libre de nitrégeno (Ashby manitol) CtpxS2-1y CtpxS3-5 en medio Pikovskaya

Nota. Crecimiento de bacterias (A) B. subtillis CtpxS2-1 (B) B. Nota. Crecimiento de halo amarillento alrededor de las colonias
subtillis CtpxS3-5 en dilucién 10-3. (A) B. subtillis propiaCtpxS2-1 (B) B. subtillis CtpxS3-5 en dilucion
:. ................................................................................................................................................... E 10_3. Autorl’a.

i Molina-Romero et al. (2015) la fijacion de nitrogeno mediante B. :
subtillis participan en el proceso microbiano, en el cual el nitrogeno
i atmosférico se reduce a amonio y se incorpora a la biomasa§
i mediante procesos microbianos, convirtiéndose asi en la fuente i
i principal de nitrégeno para las plantas. :

Constanza et al. (2014) mencionan que la relacion del halo

i en el medio y su capacidad solubilizadora nos indican :
procesos de produccién de enzimas como fosfatasas, fitasas
i y acidos organicos :
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CONCLUSIONES

El efecto de la cepa de B. subtilis CtpxS2-1 present0 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 AIA contribuy6é con una
respuesta positiva por el potencial promotor de crecimiento por accion de las fitohormonas, como
acido indol-3-acético (AlA, 3-AlA)

Las cepas de B, subtillis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 tienen la capacidad de fijacion de nitrégeno vy
solubilizacion de fosfatos (SF), actividades que realizan mediante enzimas como nitrogenasas Yy
fitasas, funcionando como bioindicadores.

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

variables agronomica y fisiologicas del cultivo.
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RECOMENDACIONES

Continuar con el seguimiento de las plantas de tomate Cherry en un periodo mas largo para
obtener un crecimiento bacteriano (UFC/ml) 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. subtillis es igual o mayor que en tomate Cherry.

Analizar el crecimiento bacteriano de B. subtillis por medio de la densidad Optica en
espectrofotometro, 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 nitrogeno y fésforo en
las plantas bajo el efecto de B. subtillis mediante mecanismos como fijacion de nitrégeno vy

solubilizaciéon de fosfato.
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