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INT

Las bacterias del género Bacillus son: Mecanismo de control bioldgico

. Formar esporas resistentes al directo e indirecto
estrés de larga vida.

« Secretar metabolitos que estimulan
el crecimiento de las plantas.

* Previenen la infeccién por
patdogenos.

* Quimiotaxis

« Asimilacion de nutrientes

* Propiedades antimicrobianas
» Lipopeptidos

« Exoenzimas

« Compuestos volatiles

* Bioestimulante radicular
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: / In du;\\ Yield

Competition pogigtance) Growth ~ Increase
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Mecanismos indirectos asociados con la
actividad de biocontrol de B. subtilis (Lee et
al., 2014).

Los efectos de Bacillus spp, como
biofertilizantes en plantas vegetal (Posada
Uribe, 2017).

JUSTIFICACION

« Formacion de biopeliculas.

» Crecimiento vegetal

« Competencia por nutrientes

« Capacidad inducir lisis celular

» Mejorar el crecimiento y rendimiento
de los cultivos.

* Fijacion de nitrégeno.

» Solubilizacion de fosforo.

* Promover hormonas para el
crecimiento vegetal.
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B. subtilis es capaz de producir fitohormonas,
Blake et al. (2021) observaron que la
inoculacion con una cepa de B. subtilis
productora de citoquinina condujo a una
acumulacion significativamente mayor de
citoquinina en las plantas de lechuga, lo que
resulté en un mejor crecimiento y rendimiento.

Yanez-Mendizabal & Falconi (2018)
demostraron la capacidad antifungica de B.
subtilis contra patdégenos como
Colletotrichum acutatum en chocho.

13/4/2023

JUSTIFICACION

) Vi e

24

Sintesis de catalasa, peroxidasay
superoxido dismutasa

Sustancias precursoras de la
resistencia vegetal

Promover el crecimiento de radiculas
y plimulas en semilla pre-inoculada

e

@ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn




OBIJETIVOS

Objetivo General

« Evaluar la respuesta de arandano Vaccinium myrtillus var. Biloxi por efecto de células y

sobrenadantes de Bacillus subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5

Objetivos Especificos

« Evaluar el crecimiento de Bacillus subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 en un medio de bajo costo.

« Determinar el efecto de células y sobrenadantes de Bacillus subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5
sobre las caracteristicas agronomicas (altura, indice de clorofila, biomasa) de Vaccinium
myrtillus var. Biloxi

« Determinar el efecto de células y sobrenadantes de Bacillus subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5
sobre la colonizacion y crecimiento de raices de Vaccinium myrtillus var. Biloxi cada 15

dias.
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Hipotesis

HO: Células o sobrenadantes de Bacillus subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5 no
promueven el crecimiento de plantas de arandano.
H1l. Células o sobrenadantes de Bacillus subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-5

promueven el crecimiento de plantas de arandano.
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METODOLOGIA

Ubicacion del trabajo de investigacion
Provincia: Pichincha
Figura 1. Vision satelital del drea de desarrollo del Cantén: Rumifahui

proyecto. Sector: San Fernando
Latitud: 0°23’27.98” S

El estudio se llevd a cabo en el area y
laboratorios de Fitopatologia y Control Biologico
de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria IASA I,
hacienda “El Prado” (Figura 1)

Se instalaron 5 rizotrones con dimensiones
(2.0 m x 0,5 a x 0,4). Se colocaron seis
plantas de Vaccinium myrtillus var. Biloxi de
un afio de produccion por rizotron.

Nota: Instalaciones IASA obtenido de (Google Maps, 2020)
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Croquis del Disefo

Figura 2. Croquis del Disefio experimental
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El modelo matematico fue:

Yij =u + Ci+ Mj+ CMij + Eijk

METODOLOGIA

Se establecieron en un Diseiio Completamente

al Azar con arreglo bifactorial 2x2 con tres

e

repeticiones y un testigo. Se emplearon 15
unidades experimentales y se utilizaron 2

ulicas, .
i plantas como unidad muestral.

Tabla 3. Descripcidn de los tratamientos del experimento

Cepas B. Tipo de
B Tratamiento subtilis inoculacion
- T1 S3-5 Celulas
T2 S3-5 Sobrenadantes
T3 S2-1 Células
T4 S2-1 Sobrenadantes
Testigo - -
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ME

Instalacion de rizotrones Siembra de plantas
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METODOLOGI

Células y sobrenadantes de B.subtilis

Espectrofotometria
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RESULTADOS

Tabla 2

Andlisis de la varianza para el contenido de clorofila de plantas de arandano

15 DDT 30 DDT 45 DDT 60 DDT 75 DDT

90 DDT 105 DDT

gl p valor p valor p valor p valor p valor

TRATAMIENTOS 4 0.14 ns 0.25 ns 0.04 * 0,02 * 0,0002

CONTRASTES
c1 1 e == = .= 052 ns 068 ** 05672
c2 1 - = = - 024 ns 037 * 00174
Cc3 1 - == = .= 007 * 001 * <0,0001
c4 1 e e = .= 002 * 004 * 0,2454
ERROR 25
TOTAL 29

p valor p valor

* <0,0001 * <0,0001 *

ns 0,781 ns 0,4625 ns
* 0,0094 * 0,147 ns
* <0,0001 * <0,0001 *

ns 0,1437 ns 0,7782 ns

Nota:

C1: (Testigo vs Células o Sobrenadantes S2-1 + Células o Sobrenadantes S3-5)
C2: (CepaS3-5vs Cepa S2-1)

C3: Inoculacion células vs Inoculacién sobrenadantes

C4: Interaccion Cepa x Inoculo

*valores son significativos P<0,05, "s valores no son significativos
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RESULTADOS

Tabla 3
Media # desviacidn estandar del contenido de clorofila de plantas de arandano

45 DDT 60 DDT 75 DDT 90 DDT 105 DDT
TRATAMIENTOS X DE X DE X DE X DE X DE
TESTIGO 12,772 + 2,1185 AB 17,527 + 0,6802 AB 19,977 * 20919 AB 20,862 * 3,4564 AB 22,923 * 6,3635 AB
CELULAS S2-1 17,048 =+ 3,374 A 20,753 + 47683 A 24478 * 3661 A 26433 + 17738 A 30453 = 33 A
SOBRENADANTE S2-1 11,755 + 2967 B 14,297 + 29513 B 16,95 + 21776 B 20,317 + 5,019 B 15,005 + 48591 BC
CELULAS S3-5 1255 + 13374 AB 16,65 =+ 15743 AB 20,04 + 24301 AB 24,528 * 2,0643 AB 26,433 *= 7,0647 A
SOBRENADANTE S3-5 13,278 * 4,4154 AB 15977 * 43723 AB 15,342 + 3,7249 B 14,003 * 44059 C 12,27 + 52795 C

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Yanez-Mendizabal & Falconi (2018), reportaron en plantulas de chocho tratadas con B. Subtilis S2-1 obtuvieron los
valores mas altos de proteina y clorofila, ademas establecieron que los lipopeptidos tienen la misma capacidad de reducir

enfermedades causadas por hongos.
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RESULTADOS
Tabla 4
Analisis de la varianza para la altura de plantas de arandano

15 DDT 30 DDT 45 DDT 60 DDT 75 DDT 90 DDT 105 DDT

gl p valor p valor p valor p valor p valor p valor p valor

TRATAMIENTOS 4 0,081 ns 0,16 ns 0.0211 * 0,001 * 0,0002 * <0,0001 * <0,0001 *

CONTRASTES
Cl 1 0,35 ns 0,1169 ns 0,5672 ns 0,781 ns 0,4625 ns
Cc2 1 - - - - 059 ns 0,7384 ns 0,0174 * 0,0094 * 0,147 ns
C3 1 - - - --- 0,0018 * <0,0001 * <0,0001 * <0,0001 * <0,0001 *
Cc4 1 - - - --- 04622 ns 0,6765 ns 0,2454 ns 0,1437 ns 0,7782 ns
ERROR 25

Nota:TeIfA(Lrestigo VZSQCéIuIas 0 Sobrenadantes S2-1 + Células o0 Sobrenadantes S3-5)

€2 (CepaS3-5vsCepa S2-1)
C3: Inoculacion células vs Inoculacion sobrenadantes
C4: Interaccién Cepa x Inoculo

*valores son significativos P<0,05, "s valores no son significativos
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_— RESULTADOS

Media + desviacion estandar de la altura de plantas de arandano

45 DDT 60 DDT 75 DDT 90 DDT 105 DDT
TRATAMIENTOS X DE X DE X DE X DE X DE
TESTIGO 12,772 + 2,1185 AB 17,527 + 0,6802 AB 19,977 = 2,0919 AB 20,862 + 3,4564 AB 22,923 + 6,3635 AB

CELULAS S2-1 17,048 = 3,374 A 20,753 = 4,7683 A 24,478 = 3,661 A 26,433

I+

1,7738 A 30,453

I+

3,3 A

+
+
+
+

SOBRENADANTE S2-1 11,755 + 2,967 B 14,297 + 29513 B 16,955 + 2,1776 B 20,317

I+

5019 B 15,005 + 4,8591 BC

+
+

CELULAS S3-5 12,55 + 1,3374 AB 16,65 * 15743 AB 20,04 + 2,4301 AB 24,528

I+

2,0643 AB 26,433 = 7,0647 A

SOBRENADANTE S3-5 13,278 + 4,4154 AB 15,977 + 4,3723 AB 15,342 + 3,7249 B 14,003 + 4,4059 C 12,27 + 5,2795 C

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Los porcentajes de humedad de plantas tratadas con células de B. subitilis, estuvieron por encima del 60%.
Tao et al. (2019), determinaron en plantas de pimiento, un aumento en el nimero de hojas, numero de

brotes y area foliar

UNI\IERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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RESULTADOS

Tabla 6

Analisis de la varianza para el peso seco de plantas de arandano

Peso seco Hojas (g) Peso seco Tallos (g) Peso seco Raiz (g)
gl p valor p valor p valor

TRATAMIENTOS 4 0,001 * 0.011 * 0,0001 *
CONTRASTES

C1 1 0,17 ns 0,072 ns 0,148 ns

C2 1 0,315 ns 0,137 ns 0,822 ns

C3 1 0,0016 * 0,019 * 0,001 *

C4 1 0,366 ns 0,054 * 0,009 *

ERROR 25

TOTAL
Nota: ;[1' (qutign \/S F%?ﬂﬂQ o Sabrenadantes S2-1 + Células o Sobhrenadantes Q?-'—'\)

C2: (CepaS3-5vs Cepa S2-1)

C3: Inoculacion células vs Inoculacién sobrenadantes

C4: Interaccion Cepa x Inoculo

*valores son significativos P<0,05, "s valores no son significativos
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RESULTADOS

Tabla 7

Media # desviacion estandar del peso seco de plantas de arandano

PESO SECO HOJA PESO SECO TALLO PESO SECO RAIZ
TRATAMIENTOS X DE X DE X DE
TESTIGO 1,89 + 0,69 B 1,83 + 0,59 B 325 = 046 BC
CELULAS S2-1 341 = 0,79 AB 3,84 £ 1,7 A 4,17 + 0,74 AB
SOBRENADANTE S2-1 1,73 + 0,49 B 209 =+ 092 B 3,4 + 1,17 BC
CELULAS S3-5 466 + 331 A 245 + 0,37 AB 521 + 1,01 A
SOBRENADANTE S3-5 1,8 + 0,26 B 226 + 0,65 AB 251 0,6 C

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Células y sobrenadantes de B. subtilis promueven el crecimiento de plantas de arandano, sin embargo, el desarrollo de

plantas tratadas con células aumenta en mayor grado. Los pesos frescos y secos de hojas, tallos y raiz reflejaron los

efectos de B. subtilis, en las plantas de arandano. Ademas, los pesos frescos y secos del tallo de pimiento fueron mayores

al usar Bacillus subtilis SL-13-t, esto puede ser por la produccién de varias fitohormonas como auxinas, AlA y elementos de

defensa como lipoproteinas y biopolimeros.

@ESPE

UNI\IERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

13/4/2023 17



RESULTADOS

Tabla 8

Analisis de la varianza para el peso humedo de plantas de arandano

Peso humedo Hojas (g) Peso humedo Tallos (Q) Peso humedo Raiz (g)
gl p valor p valor p valor
TRATAMIENTOS 4 0,0129 * 0,0228 * <0,0001 *
CONTRASTES

C1 1 0,52 ns 0,153 ns 0,192 ns

C2 1 0,275 ns 0,096 * 0,0032 *

C3 1 0,0018 * 0,0308 * <0,0001 *

C4 1 0,186 ns 0,079 * 0,776 ns
ERROR 25
TOTAL 29

Nota: C1: (Testigo vs Células o Sobrenadantes S2-1 + Células o Sobrenadantes S3-5)
C2: (CepaS3-5vs Cepa S2-1)
C3: Inoculacion células vs Inoculacion sobrenadantes
C4: Interaccién Cepa x Inoculo

* valores son significativos P<0,05, "s valores no son significativos
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RESULTADOS

Tabla 9

Media + desviacion estandar del peso humedo de plantas de arandano

PESO HUMEDO HOJA PESO HUMEDO TALLO PESO HUMEDO RAIZ
TRATAMIENTOS X DE X DE X DE
TESTIGO 6,65 + 1,58 BC 3,98 * 1,29 C 15,27 + 3,12 BC
CELULAS S2-1 12,72 + 211 A 5,09 * 1,26 AB 25,02 + 3,67 A
SOBRENADANTE S2-1 5,16 + 2,01 C 4,58 * 1,58 AB 15,72 * 1,17 BC
CELULAS S3-5 8,67 + 2,26 AB 8,96 * 2,33 A 19,23 * 2,67 AB
SOBRENADANTE S3-5 4,77 + 0,99 C 4,47 * 1,21 AB 2,51 + 2,29 C

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

@ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
eduno: INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

13/4/2023 19



% Humedad Hojas

Porcentaje de humedad plantas de arandano por efecto de inoculacion con
células y sobrenadantes.
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RESULTADOS

Dinamica poblacional células B. Subtilis S3-5 [S)iznélmica poblacional células B. Subtilis
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B. subtilis es una bacteria con la capacidad de establecerse, crecer y multiplicarse de manera rapida en el
tiempo. Los metabolitos primarios encargadas del crecimiento son sinterizadas durante la fase
exponencial, mientras que los metabolitos secundarios se desarrollan en la fase estacionaria. Yanez-

Mendizabal et al (2011), reportaron una fase de latencia de 5 horas después de la cual se produjo un

@ESPE
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crecimiento exponencial alcanzando una poblacion maxima de 3 x 10° UFC ml™1
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CONCLUSIONES

La capacidad de produccion de metabolitos primarios y secundarios de B. subtilis CtpxS2-1 y CtpxS3-
5 influyeron en el crecimiento y adaptacién a condiciones de estrés del cultivo de arandano.

El comportamiento de B. subtilis en el tiempo determind un crecimiento de tipo logistico donde se
inicié con una concentracion inicial de 1 x 10° UFC/mL para ambas cepas y hasta el término del
ensayo con una concentracion de 2.66 x 1017 UFC/ml para S2-1y 3.07 x 10" UFC/ml para S3-5.

Se concluye la efectividad de inoculacion en campo de células de B. subtilis en comparacién a los
sobrenadantes. Los mejores rendimientos en altura, indice de clorofila, peso seco, peso frescoy
humedad se obtuvieron con células de B. subtilis independiente del tipo de cepa empleada.

B. subtilis colonizo la rizosfera de las plantas, las concentraciones en el tiempo determinaron un
cambio en la poblacion en el suelo, sin embargo, el tipo de raiz de la planta no permitié evidenciar la
interaccion entre la estructurar radicular y la bacteria.
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RECOMENDACIONES

e EIl arandano es un cultivo de gran interés comercial en el ultimo tiempo por lo cual se
puede realizar estudios complementarios, uno de ellos aislar los microorganismos que se
encuentran en la estructura radicular de la planta.

e El uso de B. subtilis en el suelo es recomendable aplicarlo de manera conjunta con otros
microorganismos con la finalidad de establecer la interaccion y el modo de accidn de los
mismos en beneficio de los cultivos.

e Se recomienda realizar una nueva evaluaciéon con los mismos factores empleados,

ofreciendo a la planta el sustrato y pH ideal para su desarrollo.
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