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INTRODUCCION

Tomillo es una planta originaria del los paises del mediterraneo
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de células de Bacillus subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en la promocion de crecimiento, produccion de
auxinas, y accidon enzimatica en plantas de tomillo (Thymus vulgaris) en un periodo de 3 meses.

Objetivos especificos

* Analizar la promocién de crecimiento en plantas de tomillo inoculadas con B. subtilis en un periodo de 3 meses.
* Determinar la accién enzimatica de fitasas y nitrogenasas de B. subtilis CtpxS2-1y CtpxS3-5.
e Estimar la accién enzimatica de B. subtilis en un periodo de 3 meses.

e Cuantificar la dinamica poblacional en la rizosfera de plantas de tomillo cada 15 dias en un periodo de 3 meses.
Hipotesis

e HO: Las células de B. subtilis CtpxS2-1y CtpxS3-5 no promueven parametros agronomicos, fisioldgicos y
bioquimicos en plantas de tomillo.

e H1: Las células de B. subtilis CtpxS2-1y CtpxS3-5 promueven parametros agrondmicos, fisiolégicos y bioquimicos
en plantas de tomillo.
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MARCO TEORICO

TOMILLO B. subtilis

Thymus vulgaris Distribucion : suelo, aire,

L’A‘Is ” SN agua

Lamiaceae
~

Fenol - Timol - carvacrol

Forma: circular convexo
'A

Flavonoides: luteolina-
apigenina

: '.‘ : , Endosporas
s o /l-
9 *
s Coloniza la raiz
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Promotor de crecimiento

Actividad antimicrobiana
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Ubicaciéon geografica
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METODOLOGIA
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METODOLOGIA

Establecimiento del cultivo

Fibradecoco — 75% Transplante —»  Btasemana - Riego porgoteo —> 2,1 |/hora
Pomina 20% ................................................. Tiempo 3 mln/ 2 VECES§
Tierra negra — 5% : - Riego/semana ——> 2
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Inoculacién de Bacillus

METODOLOGIA
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Inoculacién: 50 ml (parte basal de cada planta)
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METODOLOGIA

. _ T1R1 TIR2 | TIR3 | TOR1T | T2R2 | T2R1 | T2R3 | TOR3 | TOR2
Diseno experimental

Tratamientos:

TO: testigo
T1: inoculacion con B. subtilis CtpxS2-1
T2: inoculacion con B. subtilis CtpxS3-5

Diseno:

Disefio completamente al azar (DCA)
Andlisis de varianza ANOVA
Método de comparacion Tukey 5%

Croquis experimental
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METODOLOGIA

VARIABLES A MEDIR

Altura de planta
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METODOLOGIA

B

Dinamica poblacional I

Dilucioén —

| W~

Toma de muestras (rizosfera) Incubacién e
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Dinamica poblacional

Criterios para conteo
v
Légicos (elegir las cajas que contengan un
rango 25 a 250 colonias)

Estadisticos (cuando existan mas de 250
colonias se realiza conteos por duplicado y
se considera el mayor numero posible de
datos)

Funcionales (a falta de datos
representativos, tomar los mejores
disponibles)

Numero de colonias contadas * factor de dilucion

UFC/g =

Volumen sembrados en ml
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METODOLOGIA

Clorofila

Vortex

Toma de muestras (hojas)

Clorofila a = (13,36 *x Absorbancia 663) — (5,19 * Absorbancia 645)

, , , Centrifugacion Sobrenadante Lectura o
Clorofilab = (27,43 * Absorbancia 645) — (8,12 * Absorbancia 663)
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METODOLOGIA

80 dias a partir del transplante
Peso fresco y peso seco

96°C/ 24 horas
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METODOLOGIA

I ESS Soluciéon madre (ul) Agua destilada (ulL)

0 1000

Elaboracion de reactivo Salkowsky
c - Carga de muestras

10 990

15 985

20 980
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Accion enzimatica
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METODOLOGIA

Dispensado y siembra de colonias bacterianas en los medios
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RESULTADOS

DINAMICA POBLACIONAL

Figura 2. Dinamica poblacional de la rizosfera de tomillo (T. vulgaris) por efecto de aplicaciones sucesivas
de dos cepas de B. subtilis a lo largo de 75 dias del trasplante SRR :

Poblacion dia 15 - La colonizacién bacteriana de -
Testigo: 9,3E+02 UFC/g 1,20E+04 - las raices de las plantas es un
CtpxS2-1: 3,0E+03 UFC/g

~ paso crucial en la interaccion
CtpxS3-5: 4,3E+03 UFC/g ;

entre el microbio y la planta
. (Blake et al. 2021) :

1,00F+04

Poblacién dia 75 8,00E+03

Testigo: 7,33E+02 UFC/g
CtpxS2-1: 1,96E+03 UFC/g  6,00E+03
CtpxS3-5: 4,26E+03 UFC/g

- Asi como las distintas cepas :
- de B. subtilis varian en su
- capacidad para promover el :

4,00E+03 - crecimiento de las plantas y
. controlar los fitopatdégenos,

- también  varian en su:

2,00E+03 | _ : |
- capacidad para colonizar con :

/4 — - > ————o . éxito las raices de las plantas

0,00E+00 . (Blake et al. 2021).
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RESULTADOS

ALTURA DE PLANTA

Tabla 1. Altura de plantas de tomillo (T. vulgaris) por efecto de aplicaciones
sucesivas de dos cepas de B. subtilis a lo largo de 75 dias del trasplante.

Blake et al. (2021) B. subtilis actia sobre el

Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 Dia 75 . . . . . :
. crecimiento vegetal mediante mecanismos directos e :
Tratamiento . indirectos, mejorando la disponibilidad de nutrientes, :
Media +D.E. MediatD.E. MediatD.E. Media+D.E. MediazD.E. - cambiando el equilibrio de la hormona de crecimiento .
. de plantas, entre otros. :
TE‘S“QD 3,83i1,513 1ﬂ33i1,553 12,1?i1,443 13,43i1,293 1#,35i1,843 R :
. Morato (2010) obtuvo alturas con medias de 17,51
. cm y 18,94 cm para diferentes dosis de materia :
B. subtilis CtpxS2-1 9,75+025a 1167+014a 1283+029a 1363+038a 1577+0,77a . organica (20 y 40 t/Ha), aplicadas en plantas tomillo.

B. subtilis CtpxS3-5 10,50+1,32a 1200+£025a 1286+0,65a 13,88+£0,22a 16,75£2223a

Nota. Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes, (p > 0,05).
Media + desviacion estandar. Autoria propia.
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PESO FRESCO Y SECO

Figura 2. Peso fresco y seco de plantas y raices de tomillo (T. vulgaris) por
efecto de aplicaciones sucesivas de dos cepas de B. subtilis a lo largo de 75

dias del trasplante
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RESULTADOS

. Hashem et al. (2019) y Corrales Ramirez
et al. (2012), mencionan que, los beneficios
- de las PGPR se han determinado mediante
- su efecto sobre las raices y crecimiento de
la planta, una vez la bacteria a colonizado

- la rizosfera.

Gutiérrez et al. (2022), obtuvieron
resultado favorables para B. subtilis sobre
. el peso fresco de las raices de Z. mays.
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RESULTADOS

INDICE DE CONTENIDO DE CLOROFILA e 5
- Sikorska-Zimny (2021) se mostraron resultados

favorables en cuanto al contenido de clorofila |
- encontrados en tejido vegetales de plantas de tomillo :
- cultivadas de manera organica en relacion al testigo :
(18,75 mg/ml). 5

Tabla 2. Contenido de clorofila de plantas de tomillo (T. vulgaris) por
efecto de aplicaciones sucesivas de dos cepas de B. subtilis a lo largo de
75 dias del trasplante

El contenido de clorofila estd, determinada por la .

_ Dia 15 Dia 70 facilidad que brinda la bacteria a las plantas de tomillo |
Tratamiento _ _ para fijar nitrégeno, elemento que asociado con el
Media £ D.E. Media £ D.E. ~contenido de clorofila, de igual manera, el estado

nutrimental de la planta mejora (Abreu et al., 2020; :

Tratamiento 19.95+223a 25,95+ 145a e O s . e
B. subtilis CtpxS2-1 16,82 £+ 1,93 a 2595+1,18a Mientras mayor sea el contenido de clorofila mayor sera
_ - la eficiencia fotosintética de la planta, ya que la clorofila

B. Subtilis CtpxS3-5 24 66 +0,47 a 26,14 + 0,61 a - se encarga de la conversion de energia luminosa en :

- carbohidratos (sacarosa y almidon) que la planta
- aprovecha para tener un mayor crecimiento vegetal
. (Sikorska-Zimny et al., 2021).
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RESULTADOS

CONTENIDO DE AUXINAS

Figura 3. Contenido de auxinas en las raices de tomillo (T. vulgaris) por efecto - Shen et al. (2023) menciona que Bacillus por :
de aplicaciones sucesivas de dos cepas de B. subtilis a lo largo de 75 dias del ' medio de la sintesis de fitohormonas como las
trasplante - AIA, giberelinas y citoquinas promueven el :

8 crecimiento vegetal. Las AlA, son las:

~principales hormonas, mismas que, actdan :
. como promotoras de crecimiento a través de :
. proceso como la elongacion celular, desarrollo
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> 77 75257
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- 7 77777 - Blake et al. (2021) sefiala que, B. subtilis
2 fﬁﬁ, ﬁﬁﬁﬁﬁ ' regula los niveles de auxinas incrementando su
T2 ?;—i ;f‘" . contenido en raiz y disminuyendo en hojas, lo
5 . ﬁﬁﬁ j . que resulta en un incremento de crecimiento

,é% - vegetal.
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Garcia et al. (2015) mencionan que, las cepas B. subtilis produce un incremento en el
ACCION ENZIMATICA FITASAS . crecimiento en general de la planta debido a su capacidad de solubilizar fosfatos, lo
- cual se ve reflejado en el contenido de fésforo en los tejidos de las plantas.

Figura 4. Accion enzimatica de fitasas

Nota. B. subtilis CtpxS2-1 (izquierda), B. subtilis CtpxS3-5 (derecha). Autoria propia




SAshby manitol agar, ha demostrado la accion de Bacillus en la fijacion de
ACCION ENZIMATICA NITROGENASAS - nitrégeno, ya que las bacterias toman el manitol contenido en el medio como

~una fuente de carbono, ademas de la fijacion de nitrégeno atmosférico el cual
Figura 5. Accidon enzimatica de nitrogenasas sera la fuente de nitrogeno (Sigma, ni).

Nota. Control (izquierda), B. subtilis CtpxS2-1 (centro), B. subtilis CtpxS3-5 (derecha). Autoria propia
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CONCLUSIONES

Las inoculaciones periddicas de dos cepas de B. subtilis mostraron un efecto positivo, aungue en menor medida en
la promocidn de crecimiento vegetal de plantas de tomillo considerando los resultados obtenidos en las variables
agronomicas, fisioldgicas y microbioldgicas, recalcando que inoculaciones con B. subtilis CtpxS3-5 numéricamente
obtuvieron mejores resultados.

A pesar de que la cuantificacidon de B. subtilis demostro poblaciones limitadas en la rizosfera de plantas de tomillo,
la cepa CtpxS3-5 mantuvo una constante promocidn de crecimiento, lo cual se evidencia en la altura (16,75 cm) y
biomasa (21,37 g) que alcanzaron las plantas a lo largo de tres meses.

El contenido de auxinas en plantas de tomillo tratadas con B. subtilis mostré una mayor presencia de la
fitohormona en plantas inoculadas con la cepa CtpxS3-5, la cual alcanzé 7,26 mg/ml, lo cual influye en la
elongacion celular promoviendo el crecimiento y desarrollo de las plantas.

La accion enzimatica de nitrogenasas y fitasas de B. subtilis demostro la capacidad de la bacteria para inducir en la
planta la produccion de compuestos organicos, fijar nitrégeno y solubilizar fosfatos favoreciendo el crecimiento
vegetal y productividad en el cultivo.

Mediante dindmicas poblacionales se cuantificé poblaciones estimadas de B. subtilis a los 75 dias después del
trasplante registrando 4, 26E+03 UFC/g, 1,96E+03 UFC/g y 7,33E+02 UFC/g para las cepas CtpxS3-5, CtpxS2-1 vy
testigo respectivamente, lo que muestra la dificultad de la bacteria para adaptarse y permanecer viable en la

rizosfera de plantas de tomillo, presentando colonizaciones limitadas.
[ |
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RECOMENDACIONES

Prolongar el periodo experimental para garantizar que la adaptacion y crecimiento
de la bacteria arroje resultados mucho mas confiables.

Realizar un seguimiento de la dinamica poblacional posteriores a los 75 dias de la
fase experimental para corroborar el comportamiento de la bateria en el cultivo.
Evaluar el contenido de nitrogeno y fosforo en las plantas tratadas para garantizar la
accion enzimatica de nitrogenasas y fitasas sobre la planta.

Probar diferentes microorganismos de las PGRP sobre la accion que puedan tener
estos con las plantas de tomillo.
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