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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar dos cepas de B. subtilis (Ctpx2-1 y Ctpx3-5) en la
promocién de crecimiento del tomate de arbol (Solanum betaceum) en etapa juvenil utilizando
células y sobrenadante libre de células de estas bacterias, el estudio tuvo una duracion de 105
dias y fue realizado en el periodo abril 2022 a julio 2022 en la Hacienda el Prado, ubicada en la
provincia de Pichincha — Ecuador. El estudio se dividié en dos fases, el primero fue fase de campo
y el segundo fase de laboratorio. Se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial
2 x 2 + 1, para medir las variables de altura de planta, indice de contenido de clorofila, area de
raiz, peso humedo y peso seco de la planta, dinAmica poblacional y colonizacion de la raiz de
las bacterias. 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 se tuvo que tanto células como sobrenadante de B. subtilis mostraron
diferencias significativas comparado con el tratamiento control. En conclusion, bajo el manejo de
inoculacion de dos cepas de B. subtilis (Ctpx 2-1 y Ctpx 3-5) se demostrd tener un efecto
favorable en la promocion de crecimiento del tomate de arbol en etapa juvenil, siendo la cepa

Ctpx 2-1 la que mas destaco positivamente en las variables estudiadas.

Palabras clave: Bacillus subtilis, células, sobrenadante, dinamica poblacional, promocién

de crecimiento vegetal, tomate de arbol
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Abstract

The objective of this study was to evaluate two strains of B. subtilis (Ctpx2-1 and Ctpx3-5) in the
growth promotion of tomato tree (Solanum betaceum) in juvenile stage using cells and cell-free
supernatant of these bacteria, the study had a duration of 105 days and was conducted in the
period April 2022 to July 2022 at Hacienda el Prado, located in the province of Pichincha -
Ecuador. The study was divided into two phases, the first was a field phase and the second was
a laboratory phase. A completely randomized design with a 2 x 2 + 1 factorial arrangement was
used to measure the variables of plant height, chlorophyll content index, root area, wet weight
and dry weight of the plant, population dynamics and root colonization of bacteria. The data were
subjected to 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, both cells and
supernatant of B. subtilis showed significant differences compared to the control treatment. In
conclusion, under the inoculation management of two strains of B. subtilis (Ctpx2-1 and Ctpx3-5)
it was shown to have a favorable effect on the promotion of tomato tree growth in the juvenile

stage, with the Ctpx2-1 strain being the one that stood out most positively in the variables studied.

Key words: Bacillus subtilis, cells, supernatant, population dynamics, vegetal growth

promotion, tomato tree
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Capitulo |
Introduccién
Antecedentes

El tomate de arbol (Solanum betaceum) se considera una planta originaria de América
del sur, se estima que el pais de origen es entre el noroeste de Argentina y sur de Bolivia. El
centro de domesticacion de esta planta esta considerado entre Perl y Ecuador (Diaz et al.,
2017), es cultivada en altitudes que van alrededor de los 2000 a 2800 msnm con temperaturas
gue oscilan entre los 13 a 24°C (Feican et al., 2016).En el caso de Ecuador las zonas de
produccion son las provincias de la sierra'y Napo en la Amazonia, siendo las provincias de
Imbabura, Tungurahua y Pichincha las de mayor produccién (Diaz et al., 2017), las zonas de
mayor area cultivada en el caso de las provincias de la sierra estan entre los 2000 a 2500
msnm y las provincias orientales entre los 100 a 1500 msnm (Feican et al., 2016). En el afio
2020 tenia una superficie sembrada de 3779 hectareas, con una produccion anual aproximada
de 70 toneladas de fruto fresco (MAGAP, 2016).

El tomate tiene un sistema radicular que puede alcanzar profundidades de hasta un
metro, pero la interaccién entre microorganismos y las raicillas, complejo conocido como
rizosfera, se encuentra a los 50 cm de profundidad (Leon et al., 2004).

Ciertos microorganismos que actdan en la rizésfera, tienen efectos benéficos sobre las
raices y el crecimiento general de las plantas, a este conjunto se los conoce como rizobacterias
promotoras del crecimiento de las plantas denominadas PGPR por sus siglas en inglés (Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria) (Hashem et al., 2019).

Las PGPR son consideradas como una alternativa sostenible para la agricultura,
mejoran la produccion de los cultivos, en pre y post cosecha y reducen el impacto ambiental a
causa del uso excesivo de quimicos (Cerozi & Fitzsimmons, 2016). El mecanismo de accion de

dichas bacterias es muy diverso por lo que son divididos en mecanismos directos e indirectos.
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En el caso del primero se refiere a que ocurre dentro de la planta mientras que el segundo es lo
gue ocurre fuera de la planta.

Bacterias del género Bacillus sp, pertenecen al conjunto de PGPR, el mecanismo de
accion de la bacteria, es a través de compuestos exudados, que estimulan el crecimiento y
reducen el estrés de las plantas (Hashem et al., 2019), también, tiene efecto anti fingico y

antibiético que mejora la salud del cultivo (Yanez-Mendizabal & Falconi, 2018).

Justificacion

En la actualidad el reemplazo al uso de agroquimicos para obtener una buena
produccion es de singular importancia debido a los multiples problemas que causa los
productos sintéticos fitosanitarios tales como contaminacién del medio ambiente y, resistencia
de los patdgenos. Los suelos desgastados por las actividades realizadas por el ser humano van
en aumento por lo cual se reduce los espacios cultivables, se incrementa la erosion del suelo
con lo cual también llega a afectar a la salud humana (Benjumeda, 2017).

Una forma de control biol6gico es mediante el uso de microorganismos el cual se
considera una estrategia eficiente para el control de enfermedades ya que el patdgeno tiene
minima posibilidad de desarrollar resistencia, pero adicionalmente los microorganismos son
considerados promotores de crecimiento vegetal (Gonzalez & Fuentes, 2016; Yanez-
Mendizabal & Falconi, 2021).

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal han demostrado tener efectividad en
mejorar la productividad de las plantaciones ya que estas al colonizar la rizésfera mejoran el
desarrollo de las plantas por varios mecanismos, en el caso de mecanismos de accién directa
la fijacion de nitrdgeno, solubilizacion del fosfato, elaboracién de fitohormonas (auxinas,
giberelinas, citoquininas, etileno); mientras que en el caso de mecanismos de accién indirecta
la elaboracion de sideréforos, de quitinasa y glucanasa, de antibiéticos, de cianuro de

hidrogeno y amoniaco (Mishra et al., 2021).
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Entre estas bacterias promotoras de crecimiento podemos mencionar al Bacillus subtilis,
esta es una bacteria gran positiva con caracteristicas morfolégicas que le permiten ser
resistente a las condiciones desfavorables en el ambiente, posee propiedades antifingicas las
cuales disminuyen el crecimiento o eliminan a patégenos como Colletotrichum acutatum en
chocho (Yanez-Mendizabal & Falconi, 2018), y adicionalmente promueven la sintesis de
catalasa, peroxidasa y superéxido dismutasa, es decir sustancias precursoras de la resistencia
vegetal y asi promueven el crecimiento de radiculas y plimulas en semilla pre-inoculada
(Yanez-Mendizébal & Falconi, 2021). En este estudio el efecto de dos aislamientos de B.
subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 crecidos en un medio de bajo costo (Yanez-Mendizabal et al.,
2011) sera investigado en la promocion de crecimiento del tomate de arbol durante 3 meses a
partir de la fase juvenil que comienza a los 2 meses de edad.

Objetivos
Objetivo General
e Evaluar el efecto de Bacillus subtilis en el crecimiento de tomate de arbol (Solanum
betaceum), bajo condiciones de invernadero durante la etapa juvenil
Objetivos especificos
e Evaluar el crecimiento de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en un medio de bajo costo en
un periodo de 3 meses.
e Cuantificar la colonizacion de dos cepas de B. subtilis en la rizésfera de tomate de arbol
cada 15 dias durante 3 meses.
e Monitorear el efecto de células y sobrenadantes de B. subtilis sobre parametros
agronodmicos de plantas de tomate de arbol de 2 meses de edad durante un periodo de

3 meses.
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Hipotesis

Ho: Células o sobrenadantes de Bacillus subtilis CtpxS2 y CtpxS3-5 crecidos en medio
de bajo costo no afectan el crecimiento de plantas de tomate de arbol.

H1: Células o sobrenadantes de Bacillus subtilis CtpxS2 y CtpxS3-5 crecidos en medio

de bajo costo afectan el crecimiento de plantas de tomate de arbol.
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Capitulo 1l
Marco referencial
Tomate de arbol
Descripcion boténica

Taxondmicamente el tomate corresponde a la familia solanaceas y su nombre cientifico
(Solanum betaceum) fue postulado por primera vez por el espafiol botanico Cavanilles. La
plantacién de tomate suele alcanzar alturas alrededor de dos a cuatro metros, se lo considera
de rapido crecimiento con raices pocos profundas que llegan a crecer alrededor de 100 a 150
cm (Ramirez & Kallarackal, 2019).

El desarrollo de la planta a partir del tallo principal se ramifica en 3 ramas primarias, de
estos en el tercer o cuarto nudo se da la inflorescencia. Las hojas pueden alcanzar entre 30 a
40 centimetros de largo y entre 20 a 35 centimetros de ancho, el peciolo es largo, la hoja es de
forma acorazonada y el apice puntiagudo. Para un desarrollo reproductivo y vegetativo 6ptimo
se debe tomar en cuenta las temperaturas diurnas y nocturnas, para el primero se debe tener
temperaturas de entre 25 a 30 °C y el segundo entre 16 a 20 °C (Feican et al., 2016).

Los frutos tienen forma ovalada, el color de la cascara puede variar de color amarrillo,
amarillo anaranjado, naranja, rojo oscuro o rojo purpura. En el caso de la pulpa es de color
amarillo cremoso, naranja palido o rojizo (Ramirez & Kallarackal, 2019).

El tomate de arbol amarillo puntdén proviene de la cruza Solanum unilova x Solanum
betaceum, puede llegar a una altura aproximada de 3 metros, el diametro de tronco puede ser
hasta de 6.7 cm y el diAmetro de copa puede alcanzar hasta los 2.32 m, a nivel fenoldgico el
inicio de floracion se da a partir de los 6 meses y el proceso de cosecha alrededor de los 11
meses. El rendimiento por planta esta en torno a 5.7 kg, por tanto, alrededor 14 toneladas por
hectarea (2.500 plantas por ha). El peso del fruto puede variar entre 65 a 70 gramos, tienen

una largueza de 6.8 cm y una anchura de 4.5 cm (Viera et al., 2002).
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Plagas del tomate de arbol
Pulgones

Son insectos que se caracterizan por ser pequefios con una tonalidad que puede ser
verde, rojo o negro. Viven en colonias y se las puede encontrar generalmente en el envés de
las hojas que estén tiernas o también se las encuentra en las yemas. Estos insectos se
alimentan de la savia de la planta, cuando las poblaciones son muy altas las hojas pueden
presentar deformaciones o en el peor de los casos la planta llega a morir.
Gusano trozador

Los gusanos trozadores (Agrotis sp.) pueden ocasionar dafios considerables
generalmente a las plantas que son recién trasplantadas o también después de efectuar el
control de malezas en épocas de sequia. Las larvas se alimentan de la base del tallo de la
planta haciendo que esta pierda estabilidad y termine por caer (Revelo et al., 2008).
Mosca blanca

La mosca blanca se caracteriza por causar dafio a la planta tanto en estado de larva
como adulto, aunque son insectos muy pequefios si su nimero de poblacién es alta puede
producir ciertas cantidades de melaza en su alimentacién el cual queda impregnando sobre las
hojas o en los frutos el cual da paso a que se produzca la fumagina el cual se forma cuando
crece el hongo Cladosporium sp. llegando a causar problemas en el proceso de fotosintesis de
la planta y también los frutos pueden llegar a perder su calidad. Cabe mencionar que la mosca
blanca también es conocida por ser el trasmisor del virus del rizado amarrillo del tomate (Torres

& Florez, 2009).

Enfermedades del tomate de arbol
Oidium
Esta enfermedad es causada por el hongo Oidium sp y se caracteriza por presentar

manchas blancas polvosas en el peciolo de las hojas exclusivamente en la parte superior o
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también en el tallo, conforme va avanzando la enfermedad las manchas se van oscureciendo y
las hojas se necrosan con lo cual caen al suelo y Unicamente se pueda observar el follaje en la
parte superior de la planta.
Mildiu

Esta enfermedad es causada por el hongo Phytophtora sp y se caracteriza por
presentar generalmente manchas de color verde claro de manera irregular en las hojas, pero
dependiendo de la temperatura, intensidad de la luz o humedad puede llegar a presentar
diferentes sintomatologias. Por ejemplo, si se tiene temperaturas que oscilan entre 10 a 20°C
dichas lesiones siguen progresando hasta provocar necrosis de color castafio o negro parpura
llegando a matar a la hoja y poco a poco la planta va perdiendo vigorosidad(Hernandez &
Plasencia, 2013).
Rhizoctoniosis

Esta enfermedad es causada por el hongo Rhizoctonia sp y se caracteriza por la
excesiva humedad en los suelos mostrando pudricién, necrosis y ulceraciones en la zona del
cuello de la raiz, luego con el tiempo se va hacia el tallo con el que llega a afectar el
crecimiento y posteriormente el rendimiento del cultivo.
Nudo de la raiz

Esta enfermedad es producida por un nematodo del género Meloidogyne sp. el cual se
caracteriza por presentar a nivel de la planta el marchitamiento del follaje, pérdida de
vigorosidad y disminuye la produccién de frutos, los nematodos se sitian al nivel de la raiz una
vez que parasitan la planta con lo cual se observa que esta presenta un engrosamiento
haciendo que se pierda raices secundarias y pelos absorbentes dando paso a que exista una
disminucion en la absorcion de nutrientes y de agua (Revelo et al., 2008).
Marchitez Bacterial

Esta enfermedad es causada por la bacteria Pseudomona solanaceaum, se caracteriza

por presentar marchitamiento de las hojas presentando una tonalidad amarilla, las hojas van
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cayendo al suelo y si la planta esta en produccién se observa que los frutos quedan adheridos
a las ramas. Esta enfermedad puede llegar a causar la muerte de la planta.
Virus del rizado amarillo del tomate

Esta enfermedad se caracteriza por detener el crecimiento de las plantas cuando aun
son pequefias (hasta tener un mes de edad), pero después de ese periodo se puede observar
en los foliolos que el crecimiento se reduce, el vector de este virus es la mosca blanca (Bemisa
tabaci) (Torres & Florez, 2009).

Rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas

Tal como su nombre lo indica “rizobacterias promotoras de crecimiento de las plantas”
son aquellas bacterias provenientes de la rizosfera que son beneficiosas tanto a nivel de raices,
como del crecimiento general de las plantas, mediante mecanismos directos e indirectos
(Hashem et al., 2019). En el caso de los métodos directos, las bacterias mejoran la
disponibilidad de elementos nutricionales los cuales mejoran el proceso de nutricién de la
planta y también son requeridos para los procesos metabdlicos, mientras que los procesos
indirectos ocurren cuando las rizobacterias disminuyen o eliminan por completo a
microorganismos fitopatdégenos ya sea por la elaboracion de elementos antibiéticos y
antimicrobianos (Moreno et al., 2018).

Las rizobacterias también elaboran enzimas liticas las cuales brindan defensas
naturales de la planta tales como la resistencia sistematica hacia microorganismos patégenos,
elaboracion de sideréforos que atrapan Fe disponible en el suelo y con ello se lograr una
disminucion del desarrollo y presencia de dichos microorganismos, productividad de cianuros
de hidrégeno y antibidticos, e inhibicion del desarrollo de la pared fungica mediante la hidrélisis
de particulas de &cido fusarico, entre otros.

Otras aplicaciones que se les puede dar a los PGPR en el medio ambientes es la
fitorremediacién para desintoxicar contaminantes, aplicacion como rizoremediacion para

eliminar organismos contaminantes mediante la interaccién de estos con la rizosfera ya sean
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estos contaminantes organicos y de metales, aplicacion como biocontrol para eliminar
fitopatdbgenos y aplicacion para revegetacion y reforestacion (Benjumeda, 2017).
Bacillus

El género Bacillus son bacterias gram positivas que a su vez pueden ser aerobias y
anaerobias facultativas, la forma de las endosporas puede ser ovoide o redonda la cual le
ayuda a resistir condiciones adversas en el medio en que se encuentre. Esta familia de
bacterias es considerada de suma importancia ya que generan enzimas hidroliticas
policelulares mismas que deponen los compuestos disponibles en el suelo tales como lipidos,
polisacaridos y acidos nucleicos con lo cual son utilizados como controladores bioldgicos o para
la elaboracion de productos metabdlicos (Caicedo & Chacon, 2017).

Bacillus subtilis

Caracteristicas macroscOpicas y microscopicas.

B. subtilis es una bacteria bacilo Gram-positivo, aerobio no estricto, productora de
endosporas que se encuentra comunmente en el suelo. Las colonias son de color blanco
opaco, elevacion plana de forma irregular y con margen ondulado, su observacion en el
microscopio electronico de barrido las células presentan flagelos peritricos que le proporcionan
movilizacién (Chen et al., 2008).

Produccién de endosporas.

B. subtilis pasa parte de su existencia de una forma inactiva, como una estructura
llamada endospora, en este estado su metabolismo se detiene, a pesar de ello, tienen la
capacidad de monitorizar de forma continua el estado nutricional de su entorno y cuando los
nutrientes son apropiados germinan y crecen vegetativamente (Nicholson et al., 2000).

Las endosporas son una estrategia para asegurar su supervivencia, ya que permiten a
las bacterias resistir condiciones locales nutricionalmente desfavorables, propagarse a través
del viento, agua, seres vivos, y tener un mayor grado de resistencia a algunos factores como:

calor himedo y seco, radiacién UV y gamma, desecacion seca y agente oxidantes. Estas
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cualidades convierten a B. subtilis en un buen candidato para la produccion de bio-productos
(Errington, 2003; Yanez-Mendizabal et al., 2011).

B. subtilis como control biolégico.

B. subtilis ha demostrado tener una gran capacidad para impedir el desarrollo micelial y
la reproduccién de conidios de C. acutatum (Yanez-Mendizabal & Falconi, 2018). Los extractos
de lipopéptidos, especificamente fengicinas, tienen una fuerte actividad antifingica contra C.
acutatum.(Yanez-Mendizébal & Falconi, 2021). Estas moléculas de lipopéptidos, presentan
baja virulencia, alta capacidad de degradacién y propiedades “amigables” con el medio
ambiente (Chen et al., 2008).

Al Bacillus subtilis también se lo conoce como Rhizobacterium ya que tiene la capacidad
de sintetizar fitohormonas como acido indolacético, acido abscisico, giberelinas y citoquimicas
todos estos mejoran el desarrollo de la raiz. También se presume que ésta mejora la
adaptacion de los cultivos en el suelo ya que recubre a la semilla lo cual ayuda a la salud,
germinacion y vigor (Méndez-Ubeda et al., 2018).

Ademads, la produccion de endosporas y la resistencia a altas temperaturas facilita el
secado y posterior formulacion por atomizacion de B. subtilis, sin que su eficacia como
biocontrolador se vea afectada (Yanez-Mendizabal et al., 2011).

B. subtilis como promotor de crecimiento.

Las bacterias tienen la capacidad de generar varias hormonas que tienen influencia en
el crecimiento de las plantas, como por ejemplo las auxinas que tienen un impacto favorable en
la multiplicacion de semillas, también se menciona la produccién de citocininas en la rizosfera,
acido indol acético y acido abscisico los cuales influyen positivamente en el crecimiento vegetal
Intervienen en la solubilizacién de fosfatos el cual solubilizan los fosfatos insolubles para que
estén disponibles para las plantas. También ayudan a la fijacién de nitrégeno atmosférico

mediante el complejo enzimatico de nitrogenasa (posee 2 proteinas dinitrogenasa y
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dinitrogenasa reductasa) los cuales transforman el nitrégeno atmosférico en amoniaco (Moreno
et al., 2018).

En un estudio realizado en el Valle del Yaqui (México) se utilizaron cepas de cuatro
bacterias y un testigo en el cultivar de nogal como promotores de crecimiento sobre la
productividad y cualidad, una del as bacterias utilizadas fue Bacillus subtilis. El periodo de
estudio fue de 3 afios, determinando que con la aplicacién de estas cepas se incrementé
significativamente el rendimiento respecto al testigo, de igual modo se favorecio la absorcion de
nutrientes lo que se reflejé en un aumento del porcentaje de la nuez en un 27,7%; se sugiere el
uso continuo de las bacterias para corroborar el amento en la produccién del cultivo (Canta et
al., 2021).

En otro estudio realizado en Tumbaco - Quito (Ecuador) se utilizé B. subtilis como
promotor de crecimiento en el cultivar de brdcoli. Los dias de formacién comercial de la pella,
altura de la planta, diametro, peso y rendimiento de la pella se incrementaron significativamente
demostrando que la bacteria favorece positivamente en el desarrollo de la planta mediante la
elaboracion de acido indol acético, mejorando la absorcién de los nutrientes especialmente el

fésforo y estimulando la elaboracion de fitohormonas (Bunce, 2020).
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Capitulo 11l
Metodologia
Ubicacién del lugar de investigacion

La investigacion se desarroll6 en el laboratorio de Fitopatologia y Control Biolégico de la
Carrera de Ingenieria Agropecuaria IASA |, ubicados en la Hacienda “El Prado”, parroquia
Sangolqui, cantén Rumifiahui, provincia de Pichincha.

La otra fase en un invernadero de la Hacienda “El Prado” ubicada también en la
Hacienda “El Prado” en el barrio San Fernando, en las coordenadas UTM Latitud: 0°, 23’,
20” S y longitud: 78°, 24’, 44” O a una altitud de 2748 m.s.n.m.

Figura 1

Vision satelital del area de estudio

Lugar de investigacion
(campo)

Lugar de investigacion
(laboratorio)

Nota. La figura representa la ubicacién del sitio de estudio (campo y

laboratorio). (Google Earth, 2021).
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Materiales
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,
espétula, asas de inoculacién, mechero de alcohol, cloro, alcohol, rizotrones, parafilm, papel
aluminio, papel filtro, rollos de papel periddico, placas de pesaje de plastico, equipo de filtracién
al vacio, marcadores, botellas plasticas de 2 litros, barreno, contenedor de plastico, cinta
métrica, termdmetro y tubos de centrifuga de 50 ml.
Medios de cultivo

Se utilizaran los siguientes materiales: Agar nutritivo levadura dextrosa (NYDA),
solucién amortiguadora fosfato (TP) y agua destilada
Bioldgicos

Plantas de tomate de arbol (Solanum betaceum var Amarillo punton) en etapa
fenoldgica vegetativa 2-3 hojas verdaderas, Bacillus subtilis CtpxS2-1 y Ctpx3-5.
Equipos

Se utilizaran los siguientes equipos: camara de flujo laminar, agitador orbital,
incubadora, vértex, balanzas, autoclave, espectrofotémetro, medidor de clorofila (OPTI-
SCIENCES CCM-200 plus), bafio maria digital, contador de colonias manual y compresor.
Métodos
Cepas de B. subtilis

Los materiales biolégicos a ser utilizados se obtuvieron del banco de cepas del
laboratorio de Fitopatologia y Control Bioldgico de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria de la
Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE. Originalmente las cepas de B. subtilis CtpxS2-1
y CtpxS3-5 se obtuvieron de vainas y semillas de chocho, los cuales demostraron inhibir el

desarrollo micelial y reproduccion de C. acutatum en semillas (Yanez-Mendizabal & Falconi,
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2018)y promover radiculas y plumulas a partir de semilla de chocho (Yanez-Mendizabal &
Falconi, 2021).
Preparacion de inéculo de B. subtilis Ctpx2-1y Ctpx3-5

Para la preparacion del in6culo se utilizoé las cepas de Bacillus subtilis activadas y
preparadas en un medio de bajo coste el cual esta formulado con fuente de nitrogeno y
carbono a base de soya 40 g L, melaza 2 g L'}, KH,PO, 1.9 g L' y sales de MOLP. Después
fueron sembrados en medio NYDA e incubados a una temperatura de 30 °C durante 24
horas(Yanez-Mendizabal et al., 2011). Estas cepas se mantienen a -80°C en criobolas para su
uso a largo plazo (Yanez-Mendizabal & Falconi, 2021).
Control de calidad de B. subtilis crecido en un medio de bajo costo

Se prepararon banco de diluciéon con 9 ml de solucién buffer en tubos de ensayo. Se
tomo una muestra de 10 ml del medio de bajo coste y se afiadio a un frasco Erlenmeyer con 90
ml de solucién buffer, esta fue la dilucion 101, a partir de esta dilucion se realizaron diluciones
crecientes hasta 10”7. Mediante plateo en medio NYDA (8 g I* caldo nutritivo, 5 g I'* extracto de
levadura, 10 g I dextrosa y 20 g I'* agar) se realiz6 este proceso para cuantificar la poblacion
viable y expresarla en UFC/ml (Yanez-Mendizébal et al., 2011). Este proceso se lo repitié cada
15 dia con cada nuevo lote de indculo.
Preparacion de células y sobrenadante de B. subtilis

En tubos de 50 ml se colocaron muestras de B. subtilis y se centrifugd a 6000 RPM
durante 10 min (3 repeticiones) para separar sobrenadante de células. Adicionalmente, el
sobrenadante fue filtrado con la ayuda de un equipo de filtrado utilizando un filtro de 0.22 um de
didmetro. La turbidez del sobrenadante fue evaluada mediante espectrofotometria a una
longitud de onda de 300 nm en intervalos de 1h hasta completar 6 observaciones y de esta
manera construir la curva de la poblacion viable, el blanco fue el medio de cultivo liquido sin

inocular.
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Establecimiento de plantas en el invernadero

En un invernadero se instalaron 5 rizotrones (1.0 metros de largo x 0.5 metros de ancho
x 0,4 metros de profundidad). Plantas de tomate fueron obtenidas a partir de semilla y una vez
gue tuvieron de 2-3 hojas verdaderas (2 meses de edad) fueron seleccionados por similar
tamafo. Las plantulas fueron trasplantadas de tal manera que las raices quedaron

directamente pegado al vidrio del rizotrén.

Figura 2

Instalacién de los rizotrones en el lugar de estudio
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Figura 3

Trasplante de las plantas de tomate de &arbol (2 meses de edad) a los rizotrones

Inoculacién de B. subtilis Ctpx 2-1y Ctpx 3-5 en plantas de tomate de arbol

Una vez separado las células del sobrenadante de las suspensiones de B. subtilis
CtpxS2-1 y Ctpx3-5 crecidos en medio de bajo coste, para la inoculacién de los tratamientos en
las plantas de tomate se prepararon 1800 ml (300 ml por planta) de inéculo de solucion
amortiguadora fosfato con Bacillus por tratamiento. En el caso de las células fue necesario
tener una concentracion de 2x10° UFC/ml, si la concentracion sobrepasaba la concentracion

antes mencionaba utilizamos la siguiente férmula:

Cl*V1=Cz*V2
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Donde:

C,: Es la concentracién madre o inicial

V,: Es el volumen que se necesita de la solucion madre o inicial

C,: Es la concentracion de la solucién final

V,: Es el volumen final de la solucion final

Antes de la segunda inoculacion y asi sucesivamente, utilizando un barreno se
colectaron muestras de suelo mas rizosfera de forma aleatoria y se pes6 10 gr y se realizaron
bancos de dilucién para su posterior plateo con la finalidad de determinar la dinamica

poblacional, por cada tratamiento.

Variables a medir
Altura de planta y colonizacién de raiz

Para medir la altura de la planta se utilizé una cinta métrica desde la base del cuello del
tallo hasta la parte mas alta del entre nudo del tallo. Se anotaron los datos obtenidos en una

tabla, cada 15 dias durante 3 meses.

Para la colonizacion de raiz se pesaron 10 gramos de raices de cada tratamiento,
fueron lavados con agua comun y enjuagados con agua destilada esterilizada. Una vez secas
se la afiadi6 a un frasco Erlenmeyer con 90 ml de solucion buffer, a partir de este se realizaron
diluciones crecientes hasta 107, que fueron sembrados en el medio NYDA e incubaron a 30°C
durante 24 horas. Las colonias se contabilizaron tomando en cuenta su morfologia con ayuda

de un contador de colonias manual (Tlapal et al., 2014).
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Figura 4

Medicion de la altura de las plantas de tomate de arbol

Ancho
Nota. El dibujo representa los parametros que se tomaba en cuenta para tomar

la altura de la planta. Elaborado por el autor.

Dinamica poblacional de Bacillus subtilis

Para la dinamica poblacional se recolectaron 10 gramos de suelo con rizosfera,
utilizando un barreno, se colocaron en matraz Erlenmeyer completamente estéril con 90 ml de
solucion buffer y se agitaron durante 30 minutos en agitador orbital para tener asi la dilucién de
1x10%, a partir de ésta, se realizaron diluciones crecientes en agua peptonada hasta obtener
una dilucion de 1x10°6 (Calvo et al., 2008) luego fueron sembrados en el medio NYDA y
posteriormente incubados 30°C durante 24 horas y por ultimo se contabilizaron las colonias
como antes descrito. Con los datos colectados cada 15 dias, se construyé una grafica de la

poblacion viable y total.
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Figura 5

Procedimiento para la dinamica poblacional de B. subtilis

Nota: En la figura A) Toma de la muestra de suelo

mas rizosfera con la ayuda de un barreno; B) Pesaje
de 10 gr de muestra de suelo mas rizosfera; C)
Homogenizacion de las diluciones realizadas; D)
Proceso de siembra de las muestras en medio

NYDA; E) Contabilizacién de colonias de B. subtilis

indice de contenido de clorofila

Para el indice del contenido de clorofila se realizaron lecturas a 3 foliolos de las hojas
cada 15 dias durante 3 meses, con la ayuda del medidor de clorofila CCM-200 Chlorophyl
Content Meter (opti-Sciences). Los datos obtenidos seran medidos en indice de Concentracion

de Clorofila (ICC).



Peso fresco y peso seco de raices, tallos y hojas
El peso fresco y peso seco se determindé mediante el porcentaje de humedad de la

plantula por tratamientos al final de los 3 meses. La formula es la siguiente

Pi — Pf
% Humedad = > * 100

En el cual Pi se lo consider6 como peso fresco de la planta y Pf se lo consider6 como
peso seco de la misma, para este Ultimo se dej6 la materia fresca en la estufa a 70°C durante
72 horas. Para este proceso se sacaron los pesos frescos, secos y % de humedad de hojas,

tallos y raices por separado.

Figura 6

Peso fresco y seco de hojas, tallos y raices
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Area de raices

Para calcular el area de raices se utilizo el software Digital imaging of root traits (DIRT),
el cual nos ayudé a observar rasgos fenotipicos de las raices de estas dicotiledoneas a partir
de fotografias digitales. Las variables medidas con este programa fueron longitud y diametro.
Figura 7

Medicion del area radicular con la ayuda del software DIRT

Disefio Experimental

El ensayo se establecid con un disefio completamente al azar (DCA) con dos cepas de
B. subtilis (Ctpx2-1 y Ctpx3-5) y dos métodos de aplicacion (células y sobrenadantes) con tres
repeticiones y un testigo. Se emplearon 15 unidades experimentales conformadas por 2 plantas
de tomate de arbol como unidad muestral.
Analisis estadistico

Los factores evaluados fueron; Factor 1: Cepa de Bacillus: 1. B. subtilis Ctpx2-1; 2. B.
subtilis Ctpx3-5. Factor 2: Método de inoculacién: 1. Células de B. subtilis; 2. Sobrenadante

libre de células de B. subtilis.
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Tabla 1

Descripcion de los tratamientos

Tratamiento Caracteristicas
Tl 6 plantas inoculadas con células de B. subtilis cepa Ctpx2-1
T2 6 plantas inoculadas con sobrenadante libre de células de B. subtilis

cepa Ctpx2-1

T3 6 plantas inoculadas con células de B. subtilis cepa Ctpx3-5

6 plantas inoculadas con sobrenadante libre de células de B. subtilis

T4 cepa Ctpx3-5

T5(control) 6 plantas regadas con agua destilada

Figura 8

Croquis experimental del ensayo en campo
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El modelo matematico es el siguiente: Yijk=p+Ci+Mj+CMij+T+Eijk

Donde,

Yijk= Desarrollo de las plantas de tomate de arbol

M= Media General

Cj= Efecto de la i-ésima de Bacillus subtilis

Mj= Efecto de la j-ésima de inoculacién de células o sobrenadante

CMij= Efecto de la ij-ésima interaccion de Bacillus subtilis x células o sobrenadante

Eij= Error experimental

Tabla 2

Descripcion de los contrastes

Contraste Descripcion
M1+ 2+ pu3+pd-4u5
C1l
T1, T2, T3, T4 vs Testigo
M1+ p2 - u3 - u4=0
Cc2
T1,T2vs T3, T4
U1+ u3 —p2 - u4=0
C3
T1,T3vs T2, T4
1-u3=0
C4 Hi-H
T1vsT3
2 —u4=0
cs MZ—H
T2vs T4

Se realiz6 una prueba de comparacion de Tukey 5% para la colonizaciéon de B. subtilis
de células y sobrenadantes libres de células, se midieron las unidades formadoras de colonia

una vez por cada 15 dias durante 3 meses.
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Capitulo IV
Resultados y Discusion
Altura de la planta

Las medias de las alturas entre las plantas tratadas con células y sobrenadantes de B.
subtilis cepa Ctpx2-1 y Ctpx3-5 (T1: células Ctpx2-1; T2: sobrenadante Ctpx2-1; T3: células
Ctpx3-5 y T4: sobrenadante Ctpx3-5) no presentaron diferencia significativa entre si durante
toda la fase experimental, a comparacion del Tratamiento control. Sin embargo, después de la
segunda y tercera inoculacién en las plantas tratadas con células y sobrenadante
respectivamente de B. Subtilis Ctpx3-5, el promedio de la altura no fue estadisticamente
significativo con respecto al control, esta tendencia se mantuvo hasta finalizar la fase
experimental (Tabla 3).

Tabla 3
Andlisis de varianza de altura de plantas por defecto de células o sobrenadantes de B. subtilis

durante siete diferentes periodos de inoculacion

Primera inoculacién Segunda inoculacion Tercera inoculacion
Tukey 5% DMS=1,44495 Tukey 5%  DMS=2,0205 Tukey 5% DMS=3,50385
Tratamiento  Medias Tratamiento Medias Tratamiento  Medias
T2 438 A T1 6,58 A T1 11,28 A
T1 4,32 A T2 6,47 A T2 10,32 A
T4 365 A T4 5,85 A T4 8,87 AB
T3 3,18 A T3 4.4 AB T3 8,42 AB
T5 1,15 B T5 2,85 B T5 5,75 B
Cuarta inoculacion Quinta inoculacién Sexta inoculacion
Tukey 5% DMS=4,51585 Tukey 5% DMS=7,04566 Tukey 5% DMS=7,14722
T2 15,02 A T1 20,68 A T1 23,52 A
T1 1325 A T2 19,27 A T2 2232 A
T4 11,43 AB T4 16,65 AB T4 19,43 AB
T3 109 AB T3 14,72 AB T3 18,78 AB

TS 7,98 B TS 11,52 B T5 1488 B
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Séptima inoculacion
Tukey 5% DMS=2,0205

Tratamiento Medias
T1 27.23 A
T2 25,45 A
T4 23,18 AB
T3 21,76 AB
T5 17,08 B

Nota. Medias con una letra comin no son significativamente diferentes, Tukey (p > 0,05).

Figura 9

Altura de plantas de tomate de arbol por cada inoculacion realizada por efecto de células o

sobrenadantes de dos cepas de B. subtilis a lo largo de siete periodos de inoculaciéon
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Nota. Comparaciones de medias + desviacion estandar.
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Figura 10

Variacion de la altura de las plantas de tomate de arbol por efecto de células o sobrenadantes

de dos cepas de B. subtilis a lo largo de 105 dias
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Clorofila

Las medias del ICC entre las plantas tratadas con células y sobrenadantes de B.
subtilis cepa Ctpx2-1 y Ctpx3-5 presentaron diferencia significativa siendo las plantas tratadas
con células de B. subtilis cepa Ctpx2-1 las que mayores valores de ICC tuvieron con los demas
tratamientos y el control, seguido del tratamiento de células de B. Subtilis Ctpx3-5 a partir de la
tercera inoculacion, ademas el sobrenadante de B. Subtilis Ctpx3-5 no mostré diferencia

significativa comparado el T5 (control) durante la cuarta, sexta y séptima inoculacién (Tabla 4).
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Tabla 4
Andlisis de varianza para el indice de Contenido de Clorofila de plantas de tomate de arbol por
efecto de células o sobrenadantes de dos cepas de B. subtilis a lo largo de 7 diferentes

periodos de inoculacion

Primera inoculacién Segunda inoculacion Tercera inoculacion
Tukey 5% DMS=2,56574 Tukey 5%  DMS=3,35498 Tukey 5% DMS=5,08185
Tratamiento  Medias Tratamiento  Medias Tratamiento  Medias
T2 23.94 A T1 28,35 A T1 48,75 A
T1 22.85 A T3 27,4 A T4 36,78 B
T3 20.21 B T4 26,48 AB T3 34,39 B
T4 16.66 C T2 24,03 B T2 25,6 C
T5 15.85 C T5 17,94 C T5 19 D
Cuarta inoculacion Quinta inoculacién Sexta inoculacién
Tukey 5% DMS=5,33137 Tukey 5% DMS=4,95001 Tukey 5% DMS=6,48210
T1 48,65 A T1 62,44 A T1 62,68 A
T3 34,49 B T4 46,95 B T3 50,01 B
T4 30,68 BC T3 44,56 B T4 45,6 B
T2 28,62 CD T2 31,83 C T2 36,61 C
T5 24,09 D T5 25,43 D T5 30,15 C

Séptima inoculacion
Tukey 5% DMS=6,01563

T1 70,6 A
T4 59,6 B
T3 56,7 B
T2 42,47 C
T5 38,18 C

Nota. Medias con una letra coman no son significativamente diferentes, Tukey (p > 0,05)
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indice del Contenido de Clorofila de plantas de tomate de arbol por efecto de la inoculacién con

células o sobrenadantes de dos cepas de B. subtilis a lo largo de siete inoculaciones
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Figura 12
Variacion del indice de Contenido de Clorofila de plantas de tomate de arbol por efecto de

células o sobrenadantes de dos cepas de B. subtilis inoculadas a lo largo de 105 dias
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Area raiz

Las medias del area de raiz entre las plantas tratadas con células y sobrenadantes de
B. subtilis cepa Ctpx2-1 y Ctpx3-5 presentaron diferencia significativa siendo las plantas
tratadas con células de B. subtilis cepa Ctpx2-1 las que mayores valores de area radicular
presentaron seguido por las plantas inoculadas con células de B. subtilis cepa Ctpx3-5. Cabe
mencionar que todos los tratamientos versus el tratamiento control tuvieron diferencia

significativa durante todas las evaluaciones (Tabla 5).
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Andlisis de varianza para el area de raiz de plantas de tomate de arbol por efecto de células o

sobrenadantes de dos cepas de B. subtilis a lo largo de 7 diferentes periodos de inoculacion

Primera inoculaciéon
Tukey 5% DMS=11,3656

Segunda inoculacion
Tukey 5% DMS=9,99203

Tukey 5%

Tercera inoculacion

DMS=10,63918

Tratamiento  Medias

Tratamiento Medias

Tratamiento Medias

T1 54,82 A T1 65,19 A T1 76,26 A
T3 52,12 A T3 60,7 A T3 72,27 AB
T2 50,62 A T4 60,14 A T4 70,58 AB
T4 47,74 A T2 59,05 A T2 65,3 B
T5 34,52 B T5 41,57 B T5 49,96 C
Cuarta inoculacion Quinta inoculacién Sexta inoculacién
Tukey 5% DMS=6,28166 Tukey 5% DMS=7,58181 Tukey 5% DMS=8,58873
T3 92,67 A T1 119,53 A T1 133,61 A
T1 92,28 A T3 112,47 AB T3 121,01 B
T4 84,73 B T2 112,11 B T4 120,53 B
T2 76,43 C T4 100,8 C T2 117,81 B
T5 65,5 D T5 78,43 D T5 94,82 C

Séptima inoculacion

Tukey 5% DMS=11,778770

Tl 151,57 A
T4 142,06 AB
T3 140,82 AB
T2 131,74 B
TS 109,54 C

Nota. Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes, Tukey (p > 0,05).



Figura 13

Area de raiz de plantas de tomate de arbol por efecto de la inoculacién con células o

sobrenadante de dos cepas de B. subtilis a lo largo de siete inoculaciones
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Figura 14
Variacion del area de raiz de plantas de arbol por efecto de células o sobrenadante de dos

cepas de B. subtilis inoculadas a lo largo de 105 dias
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DiAS DESPUES DE APLICADO EL TRATAMIENTO

Peso fresco y peso seco

Las medias del peso fresco, peso seco y porcentaje de humedad entre las plantas
tratadas con células y sobrenadantes de B. subtilis cepa Ctpx2-1 y Ctpx3-5 en el caso de las
hojas se obtuvo que las plantas inoculadas con células y sobrenadantes de B. subtilis Ctpx2-1
presentaron mayores valores de peso hiumedo y seco que las plantas que fueron tratadas con
células y sobrenadante de B. subtilis Ctpx3-5 y el tratamiento control pero, en el caso del

porcentaje de humedad se obtuvieron datos similares para todos los tratamientos alrededor del

79% (Figura 15).
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Figura 15

Peso humedo, peso seco y porcentaje de humedad de las hojas de plantas de tomate de arbol
por efecto de la inoculacién con células o sobrenadante de dos cepas de B. subtilis a lo largo

de siete inoculaciones
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En el caso del peso humedo y peso seco del tallo se tuvo que las plantas inoculadas
con células B. subtilis Ctpx2-1 presentaron mayores valores de peso hiumedo y peso seco que
los demas tratamientos incluyendo el control, en el porcentaje de humedad se obtuvieron datos
similares para todos los tratamientos siendo el de mayor valor 88,31% y el menor de 85,72%

(Figura 16).
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Figura 16
Peso humedo, peso seco y porcentaje de humedad del tallo de plantas de tomate de arbol por
efecto de la inoculacion con células o sobrenadantes de dos cepas de B. subtilis a lo largo de

siete inoculaciones
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En el caso del peso humedo y seco de la raiz se tuvo que las plantas inoculadas con de
células B. subtilis Ctpx2-1 presenté mayores valores de peso humedo que los demas
tratamientos incluyendo el control, en el peso seco células y sobrenadante de B. subtilis Ctpx2-
1 presentaron mayores valores y en el porcentaje de humedad se obtuvieron datos similares
para todos los tratamientos siendo el de mayor valor 82,50% y el menor de 78,51% (Figura

17).
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Figura 17

Peso humedo, peso seco y porcentaje de humedad de la raiz de plantas de tomate de arbol por
efecto de la inoculacién con células o sobrenadante de dos cepas de B. subtilis a lo largo de

siete inoculaciones

PESO HUMEDO RATZ PESO SECO RAIZ % HUMEDAD RAIZ
135,00 30,00 80,00
o o .. -
: 115,00 {0985 E 245 N 85,00
< N <
id Y E
0 0 <
u * 0 150 o am
] 0 :
I 0 =
0 0 1
] 1 &l ft It
f o 1390 75,00
8.00 70,00

'] ™ T Td TC

- ™ = T -

TRATAMIENTC TRATAMIENTO TRATAMIENTO

&

Dindmica poblacional de B. subtilis Ctpx2-1y Ctpx3-5

Los datos recopilados sobre las muestras sacadas de rizosfera cada 15 dias después de
haber realizado la inoculacion de células y sobrenadantes del B. subtilis, nos arroja que el
tratamiento de células de la cepa Ctpx2-1 tuvo mayor nimero de Unidades Formadoras de
Colonias por mililitro (UFC/ml) a partir de la segunda inoculacién realizada hasta el final de la
fase experimental con un valor de 1,74E+16 y el de menor valor fue el testigo con 1,55E+11

(Figura 18).
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Figura 18
Dindmica poblacional de células y sobrenadantes de B. subtilis Ctpx2-1 y Ctpx3-5 en la
rizosfera de plantas de tomate de arbol a lo largo de siete inoculaciones
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También se realizé el nivel de absorbancia de las dos cepas de B. subtilis desde el
medio de bajo costo, los datos recopilados se los realizé mediante espectrofotometria con un
barrido de 600 nm durante un periodo de 8 horas tomando una lectura cada hora con la ayuda
del software ComBase. Los datos obtenidos fueron para el caso de la cepa Ctpx2-1 una
absorbancia de 0,29, cepa Ctpx3-5 tuvo una absorbancia de 0.27 a las 8 horas. La cepa
Ctpx2-1 tuvo un declive a partir de la 5 hora mientras que la cepa Ctpx3-5 fue a partir de la

séptima hora (Figura 19)
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Figura 19
Nivel de absorbancia para los sobrenadantes de las cepas de B. subtilis Ctpx2-1 y Ctpx3-5 a lo

largo de siete periodos de inoculacién
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Colonizacién de Raiz

La toma de muestras de los 10 gramos de raiz se tomé cuando culmind la fase
experimental siguiendo el proceso descrito en metodologia se obtuvo que las plantas
inoculadas con células de B. subtilis Ctpx2-1 tuvo mayor nimero de unidades de formadoras
(2,59E+20) seguido de las plantas inoculadas con células de B. subtilis Ctpx3-5 (2,29E+20)

(Figura 20).
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Figura 20
Colonizacion de la rizosfera de plantas de tomate de arbol de las cepas de B. subtilis Ctpx2-1y

Ctpx3-5 expresada en Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/ml)
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Los datos de las variables altura y porcentaje de humedad en el caso de inoculacion de
células de B. subtilis coinciden con un estudio realizado por Olivas et al., (2019) en el que
menciona que la altura de las plantas de Solanum lycopersicum de los tratamientos aplicados
(BSN, BS14 y BS86) versus el control tuvieron diferencia significativa siendo las plantas
inoculadas con BS14 las que mayor altura obtuvieron como el caso de este estudio fue las
plantas inoculadas con células de B. subtilis Ctpx2-1, pero también hubo una diferencia de
resultados en las variables de area de raiz y pesos humedos y secos de las plantas, debido a
gue el estudio realizado por Olivas et al., (2019) menciona gque no existié diferencia
significativa por los tratamientos de inoculadas con B. subtilis versus el testigo mientras que en
este estudio se puede observar que las plantas tratadas con células de B. subtilis Ctpx2-1 tuvo

mayor area foliar y pesos himedos y secos comparados con los sobrenadantes vy el control.

Los datos obtenidos de las plantas tratadas con sobrenadante libre de células coinciden

con un estudio realizado por Jiménez, (2016) en el que utiliz6 cepas de B. subtilis EA-CB0575
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en la promocién de crecimiento de Zea mays y Solanum lycopersicum, con las siguientes
variables de respuesta: longitud aérea, peso seco aéreo, peso seco radicular y peso seco total.
El estudio nos muestra que para las plantas de maiz hubo un porcentaje de aumento del 78%
de las plantas tratadas con sobrenadante libre de células a comparacién del testigo, mientras

gue para el tomate de arbol el valor fue del 85%.

El estudio realizado por Cusin, (2021) en plantas de chocho inoculadas con B. subtilis
Ctpx2-1 obtuvieron mayores contenidos de clorofila en dos variedades de chocho (1-451
Guaranguito y F3(ECU 2658 x ECU 8415) con relacién al testigo. Los datos obtenidos en este
estudio concuerdan con lo anteriormente mencionado ya que el tratamiento con mayor indice
de concentracion de clorofila fue para las plantas inoculadas con células de B. subtilis Ctpx2-1
con un valor de 70.6, mientras que el tratamiento control solamente obtuvo un valor de 38,18 al
final de la parte experimental Schlichting et al., (2015) mencionan que la adicién de bacterias
fijadoras de nitrdgeno como este caso B. subtilis aumenta el contenido de clorofila en las

plantas de trigo, mejorando asi el desarrollo vegetativo y capacidad fotosintética.

La colonizacion de rizésfera en un estudio realizado por Gonzalez, (2018) concluy6 que
la aplicacion de inoculantes de B. subtilis en diferentes periodos de tiempo favorece la
colonizacién de las raices de las plantas por parte de los microorganismos y ademas mejoro
los valores de crecimiento e indices de calidad. Los resultados obtenidos de las variantes
agrondémicas coinciden con lo anteriormente mencionado ya que se observa que la cepa de B.
subtilis Ctpx2-1 tuvo mayores valores de colonizacién de rizosfera con lo cual tuvo mayores
resultados de las variantes evaluadas con el control y en la mayoria de los demas

tratamientos.
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Conclusiones

De acuerdo a la dinamica poblacional durante la fase experimental se obtuvo que las
células de B. subtilis cepa Ctpx2-1 tuvo mayores resultados desde el inicio de la
inoculacién con un valor de 1,74E+16 UFC/mI, le sigue el tratamiento de células de B.
subtilis cepa Ctpx3-5 con un valor de 1,10E+16 UFC/ml, luego tenemos al tratamiento
de sobrenadante de B. subtilis cepa Ctpx2-1 con un valor de 1,31E+13 UFC/ml, le sigue
el tratamiento de sobrenadante de B. subtilis cepa Ctpx3-5 con un valor de 1,54E+12
UFC/ml y al control con un valor de 1,55+11 UFC/ml. En la colonizacion de raiz la cepa
de células de B. subtilis Ctpx2-1 tuvo mayor nimero de unidades formadoras de colonia

(2,59E+20) seguido de la cepa B.subtilis Ctpx3-5 (2,29E+20).

El efecto de las células y sobrenadantes de B. subtilis Ctpx2-1 y Ctpx3-5 sobre los
pardmetros agronomicos evaluados (altura planta, indice de concentracion de clorofila,
area de raiz, dinamica poblacional de la bacteria, colonizacion de raiz y peso seco y
himedo), siendo el tratamiento de células de B. subtilis Ctpx2-1 el que mejores
resultados presentd en la mayoria de variables efectuadas como se describe en la

parte de resultados.

Recomendaciones
Para facilitar el proceso de sacado de raiz de las plantas de tomate se recomienda no
trasplantar en el suelo mismo si no de realizarlo en sustrato. Tener en cuenta el
distanciamiento de siembra del cultivo para no tener problemas con la toma de datos a
futuro.
Segquir con la investigaciéon hasta el periodo de produccién y cosecha ya que en el
periodo de estado vegetativo la aplicacién de células y sobrenadantes de B. subtilis
Ctpx2-1 y Ctpx3-5 presentaron resultados favorables en la promocién de crecimiento de

la planta de tomate de &rbol o también en otros cultivos de interés.
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