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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue la validacion de bacterias endofitas solubilizadoras
de fosfato como promotoras de crecimiento vegetal en plantas de tomate (Solanum
lycopersicum). El trabajo se desarroll6 en el laboratorio de Biologia Molecular de la
carrera de Medicina Veterinaria y campus de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi “Manuel Félix Lépez” ESPAM MFL, y se conformo de tres
fases: la primera de laboratorio, consistio en determinar el efecto in-vitro de bacterias
endofitas solubilizadoras de fosfato en la promocién del crecimiento de la raiz de
plantulas de tomate, que permitié identificar cinco cepas de bacterias (CET-9, JETE-
1, CHETE-3, QEBE-2 y EETE-9) con potencial para promover el crecimiento radical.
La segunda fase consistio en identificar molecularmente a bacterias enddfitas,
seleccionadas por su capacidad de promover el crecimiento radical de plantulas de
tomate, encontrando que las cepas JETE-1 y QUEBE-2 pertenecen a las especies
Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter calcoaceticus, con un 100% seguridad,
mientras que las cepas CET-9 y CHETE pertenecen a la especie Serrata
surfactanfaciens con 99,78% de similitud. En la tercera fase se determino el efecto
de las bacterias enddfitas como promotoras del crecimiento de plantulas de tomate
a nivel de macetas, donde los tratamientos con la aplicacion de bacterias endofitas,
mostraron mayor desarrollo vegetativo en relacion al testigo y el mejor tratamiento
fue el inoculante en medio liquido.

PALABRAS CLAVE: Bacterias promotoras de crecimiento vegetal,

Microorganismos endofitos.
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ABSTRACT

The objective of the research was the validation of phosphate-solubilizing endophytic
bacterium as plant growth promoters in tomato plants (Solanum lycopersicum). The
work was carried out in the Molecular Biology laboratory of the Veterinary Medicine
career and campus of the Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi
"Manuel Félix Lopez" ESPAM MFL, and consisted of three phases: the first laboratory
phase consisted of determining the effect in-vitro of phosphate-solubilizing
endophytic bacteria in the promotion of root growth in tomato seedlings, which
allowed the identification of five strains of bacterium (CET-9, JETE-1, CHETE-3,
QEBE-2 and EETE-9) with potential to promote radical growth. The second phase
consisted of molecularly identifying endophytic bacterium, selected for their ability to
promote the radical growth of tomato seedlings, finding that the JETE-1 and QUEBE-
2 strains belong to the species Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter
calcoaceticus, with 100% safety, while the CET-9 and CHETE strains belong to the
Serrata surfactanfaciens species with 99.78% similarity. In the third phase, the effect
of endophytic bacterium as promoters of the growth of tomato seedlings at the pot
level was determined, where the treatments with the application of endophytic
bacteria showed greater vegetative development in relation to the control and the
best treatment was the inoculant in liquid medium.

KEY WORDS: Plant growth promoting bacterium, Endophytic microorganisms



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

El fésforo favorece la maduracién de los cultivos de manera tal que la ausencia
de esta afecta la calidad del fruto, en el Ecuador la plantacion de tomate se da
mayormente en la region Sierra, mas especificamente en las provincias de
Imbabura, Chimborazo y Carchi (SINAGAP, 2011). Siendo estas las provincias
de mayor producciones de tomate, no obstante las demas provincias productoras
en otras regiones del pais presentan deficiencias de fésforo lo que provoca que
la produccion no crezca al mismo nivel y por ende disminuya la productividad y
los tiempos de cosecha no lleven una secuencia, otro factor determinante son
los escasos estudios de suelo lo que produce que las dosis de fertilizantes
fosfatados no sean aplicados en funcion de la necesidad del suelo generando

una desertificacion de los suelos y una baja productividad.

El fésforo insoluble es un problema no solo para el crecimiento de la planta y
rendimiento de la cosecha, sino también a la calidad del fruto y a la formacién de
las semillas. Asimismo, la carencia de fosforo puede retrasar la maduracion de
las cosechas, con lo que se retrasa la recoleccion y se pone en riesgo la calidad
del producto (Bobadilla y Rincén, 2008).

Los mecanismos de transformacion del fosforo incluyen a las bacterias
solubilizadoras de fosfatos que representan una alternativa al uso de fertilizantes
guimicos al aumentar la disponibilidad de este elemento en el suelo. Pueden
solubilizar y mineralizar el fésforo desde fuentes inorganicas y organicas del

fésforo total del suelo, actuando como biofertilizantes (Oliveira et al., 2009).

Los microorganismos solubilizadores de fésforo constituyen hasta un 40% de la
poblacién de bacterias del suelo y una porcion significativa de ellos son aislados
de la rizosfera. No obstante, aunque muchos géneros bacterianos presentan
esta capacidad para solubilizar fésforo inorganico, es de particular interés
detectar esta habilidad en grupos que tengan otras propiedades de promocién
de crecimiento vegetal, como por ejemplo, capacidad para fijar nitrégeno

atmosférico (Patifio y Reyes, 2014).
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Actualmente se comercializan productos a base de bacterias y hongos
etiquetados como eficientes, en el lugar de origen, para promover el desarrollo
de los cultivos; sin embargo, puede que no funcionen cuando se aplican en

condiciones diferentes en las que fueron aislados (Harinathan et al., 2016).

Es importante que se incorporen cepas bacterianas como el caso de la
investigacion realizada por Von y Dussan (2015), donde, diferentes cepas
bacterianas han sido propuestas como la mejor alternativa ecoldgica para la
solubilizacion de fésforo en los suelos y, consecuentemente, para fortalecer el

crecimiento vegetal.

Por lo anteriormente descrito se plantea la siguiente interrogante: ¢ De qué forma
las cepas bacterianas enddfitas locales promueven el desarrollo vegetativo y

productivo del cultivo de tomate a nivel de macetas?
1.2. JUSTIFICACION

Los microorganismos endofitos han sido reportados como agentes de control
para fitopatégenos en diversos cultivos, se ha comprobado que los mecanismos
de control biol6gico mediado por bacterias endofitas estan basados en diferentes
mecanismos los cuales incluyen antibiosis, la competencia por los nutrientes y
nichos (CNN) y la resistencia sistémica inducida (ISR). Hasta ahora, solo el papel
de la ISR en el control biologico mediado por endéfitas ha sido confirmado en

plantas (Pérez et al., 2013).

Carvalho et al. (2014), indican que estos microorganismos emplean ciertos
mecanismos como la conversion biologica del nitrégeno (N), la produccion de
fitohormonas auxinas (acido indol-3-acético) (Spaepen et al., 2007); citoquininas
y giberelinas (Shi et al., 2016).

La Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lopez
cuenta con un cepario de bacterias endéfitas debidamente caracterizadas por su
funcidbn como promotoras del crecimiento vegetal y favorecer la salud de las
plantas. Por lo cual es de vital importancia la validacién de este cepario
conservado en el laboratorio de la Biologia Molecular de la ESPAM MFL. Segun

estudio realizado por Intriago y Plaza (2020), estas cepas fueron evaluadas como
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solubilizadoras de fosfato, cuyos resultados inducen a validarlas como

promotoras del crecimiento vegetal en cultivos de interés agroalimentario.

Ademas, este proyecto aporta a lo propuesto por la Organizacién de Naciones
Unidas (ONU, 2015) en el documento Transformar nuestro mundo: Agenda 2030
Con el desarrollo sostenible, en su objetivo nimero 15: “Proteger, restablecer y
promover el uso sostenible de los ecosistemas terrestres, gestionar
sosteniblemente los bosques, luchar contra la desertificacion, detener o revertir
la degradacion de las tierras y la pérdida de biodiversidad con su meta 15.6: De
aqui a 2030, promover la participacion justa y equitativa en los beneficios
derivados de la utilizacién de los recursos genéticos y promover el acceso

adecuado a esos recursos, segun lo convenido internacionalmente”.

1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Validar bacterias endofitas solubilizadoras de fosfato como promotoras de

crecimiento vegetal en plantulas de tomate en la etapa de vivero.

1.3.2. OBJETIVO ESPECIFICOS

e Determinar el efecto in-vitro de la inoculacion de bacterias endofitas
solubilizadoras de fosfato en la promocién del crecimiento de la raiz de la
plantula de tomate.

e Identificar molecularmente bacterias endodfitas seleccionadas por su
capacidad de promover el crecimiento de la raiz de la plantula de tomate.

e Estimar el efecto de la inoculacion de las bacterias enddfitas en la

promocién del crecimiento de las plantas de tomate a nivel de macetas.

1.4. HIPOTESIS

Con la aplicacion de las bacterias endéfitas promotoras de crecimiento vegetal

se mejorard el desarrollo de las plantas del tomate a nivel de macetas.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. FERTILIZACION FOSFATADA EN LOS CULTIVOS

La respuesta de los cultivos a la fertilizacion fosfatada depende del nivel de P
disponible en el suelo, pero también es afectada por factores del suelo, del cultivo
y de manejo del fertilizante. Entre los factores del suelo, se destacan la textura,
la temperatura, el contenido de materia organica y el pH; mientras que entre los
del cultivo deben mencionarse los requerimientos y el nivel de rendimiento
(Garcia, 2018).

De acuerdo con Camozzi (2017), para el tomate, si bien las extracciones de P
son de escasa magnitud, el cultivo requiere alta disponibilidad de P en el suelo
para su normal crecimiento. Si las temperaturas primaverales son bajas, la
necesidad de este nutriente es mayor. La cantidad de P a agregar dependera de
los contenidos en el suelo y del material genético empleado. En general, los
cultivares de polinizacion abierta presentan menores requerimientos de

fertilizacion que los hibridos que tienen un mayor potencial de produccion.

Segun Giovannini (2017) el uso de fosforo se ha transformado en una practica
de alto costo por el agotamiento que se esta produciendo de las fuentes de
calidad de fosforo, lo que implica aplicar los tratamientos industriales a rocas de
menor calidad, incrementando los costos para obtener los mismos resultados y
esto conduce a la necesidad de buscar alternativas. Algunos microorganismos,
conocidos como solubilizadores de fésforo, transforman el fésforo insoluble en

soluble a través del proceso de acidificacidon, quelacion e intercambio de iones.

Este proceso no solo compensa los altos costos de manufactura de los
fertilizantes, sino que moviliza los fertilizantes agregados al suelo. Estos
microorganismos crecen en medios con fosfato tricalcico, apatita o materiales
insolubles similares como Unica fuente de fosfato y no solo asimilan el elemento,
sino que solubilizan una gran proporciéon del mismo, liberdndolo en cantidades

superiores a sus demandas nutricionales (Fernandez et al., 2015).
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2.2. BACTERIAS ENDOFITAS  SOLUBILIZADORAS DE
FOSFORO

Los mecanismos de transformacion del fosforo incluyen a las bacterias
solubilizadoras de fosfatos que representan una alternativa al uso de fertilizantes
quimicos al aumentar la disponibilidad de este elemento en el suelo. Pueden
solubilizar y mineralizar el fésforo desde fuentes inorganicas y organicas del
fosforo total del suelo, actuando como biofertilizantes (Oliveira et al., 2009). La
mineralizacién del fésforo organico es llevada a cabo por accion de fosfatasas,
mientras que la produccién de acidos es el principal mecanismo por el cual las

bacterias solubilizan fosfatos (Antoun, 2018).

Las bacterias endofitas son aquellas aisladas de tejidos de plantas desinfectadas
superficialmente o de su interior, y que no causan sintomas visibles de
enfermedad en la planta (Pérez et al., 2016). Estudios indican que las bacterias
enddfitas ejercen control biologico sobre fitopatégenos (Sessitch et al., 2015),
promueven el crecimiento en las plantas hospederas (Tsavkelova et al., 2017),
aumentan la resistencia a enfermedades (Chanway, 2018), contribuyen a la
fijacion biologica de nitrogeno (Hurek y ReinholdHurek, 2016), solubilizacion de
fosfato y brindan proteccion contra patégenos mediante la produccion y sintesis

de metabolitos secundarios (Berg et al., 2015).

Las bacterias endofitas son fuentes de una gran diversidad de diferentes
metabolitos, la mayoria de estos compuestos han sido identificados en las
plantas, pero estas bacterias son una fuente inagotable de mas de 20.000
compuestos biolégicamente activos, que influyen en el rendimiento y

supervivencia de otros organismos (Pérez y Chamorro, 2015).

Hay diversas maneras de usar estos microorganismos como insumos agricolas.
A continuacién se presentan las alternativas de preparacion y aplicacion de las
bacterias solubilizadoras y/o Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal
(BPCV):

2.2.1. BIO PREPARADO A BASE DE BACTERIAS SOLUBILIZADORAS

En la identificacion macroscopica de las bacterias con mayor actividad
solubilizadora de fosfato se tuvieron en cuenta la morfologia de las colonias, el

tamafio, el color, el borde, la elevacion y la forma de la superficie. En la
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identificacion microscopica se consideraron el tipo de pared y de agregacion,
mediante tinciones especificas. Para la identificacion del género y la especie de
las dos bacterias se utilizo el sistema de multipruebas API 20 (API System, S.A.,
La-Balme-les-Grottes, Francia) y las bases de datos de Apiweb (Lara et al.,
2018).

Siguen manifestando que los bioinoculantes se prepararon a partir de las
bacterias seleccionadas por desarrollar mayor actividad solubilizadora de
fosfato, en un medio liquido NBRIP, en las concentraciones 10%, 107 y 108
UFC/mL, y bajo las condiciones de pH 6.8, con aireacion adecuada por agitacién
y tiempo de incubacién de 48 h.

Los bioinoculantes se produjeron en Erlenmeyer de 100 mL con 30 mL de caldo
nutritivo estéril, cada Erlenmeyer se inoculd con los microrganismo eficientes y
se incuba a temperatura ambiente (28+2°C), manteniendo una agitacion
constante de 150 rpm en un shaker por un periodo de 24 h; con el fin confirmar
la concentracion celular en cada bioinoculante se evalué el crecimiento por el

método de diluciones seriadas, al final del proceso (Mantilla y Pefata, 2015).

2.2.2. BACTERIA SOLUBILIZADORA LIOFILIZADA

Para Andina (2019), entre los enddfitos, estan las BPCV que presentan un
metabolismo versatil con capacidad de utilizar diversos sustratos liberados por
la planta para su desarrollo. Al estar menos afectados por estrés ambiental y mas
aclimatado con su simbionte, pueden representar una mayor ventaja ecologica.
El mecanismo principal de los promotores de crecimiento incluye, la produccion
de fitohormonas (giberelinas, citocininas y auxinas), sideroforos, antibioticos
induciendo a una resistencia sistémica a patdgenos, a la solubilizacion vy

movilizacion de fosfatos.

La liofilizacién es un proceso en el cual el agua es removida por evaporacion de
las suspensiones bacterianas congeladas, ha permitido la preservacion exitosa
de una gran variedad de especies bacterianas (Streptococcus, Lactobacillus,
Actinobacillus, Actinomyces, Bacillus, Bacteroides, Bifidobacterium, Clastridium,
Corymebacterium, Haemophilus y Staphylococcus) por mas de 30 afios. Las
bacterias liofilizadas pueden permanecer viables almacenadas a bajas

temperaturas por muchos afios si permanecen apartadas del oxigeno, el polvo y
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la luz, de igual forma, ser facilmente rehidratadas y restauradas a su estado
original en cualquier momento (Gutiérrez, 2018).

Para liofilizar no se debe utilizar glicerol, debido a su elevado punto de
evaporacion y a su higroscopicidad, que provoca que los li6filos queden muy
viscosos. Tampoco es conveniente utilizar el dimetilsulfoxido, porque es algo
toxico, y al concentrarse por la evaporacion del agua puede dafar a las células
microbianas. Por lo tanto, para la liofilizacibn se recomiendan como
crioprotectores el inositol para la mayoria de las bacterias y la leche descremada
para hongos y actinomicetos. De esta forma la liofilizacién es un buen sistema
de conservacion de cultivo de microorganismos porque la operacion es
compatible con el procesamiento en condiciones que evitan o minimizan las

posibilidades de contaminacion (Garcia, 2019).

La conservacion de microorganismo de interés industrial es una técnica basica
en todo el proceso. La conservacion ha de estar encaminada al mantenimiento
de las cepas altamente productivas durante largos periodos de tiempo sin que
se produzcan cambios fenotipicos, especialmente en las caracteristicas
relacionadas con la produccion de los metabolitos secundarios de interés. Para
lograr estas condiciones se han establecido varios métodos de preservacion con
los cuales se trata de mantener el cultivo viable y con un minimo de cambios

genéticos, lo mas cercano posible al aislamiento original (Arencibia et al., 2019).

2.2.3. BACTERIA SOLUBILIZADORA ENCAPSULADA

La encapsulacion de microorganismos permite el aislamiento fisico y proporciona
proteccion contra factores de medio ambiente o fisico-quimicos del suelo,
permitiendo la liberacion gradual del agente encapsulado. Ademas, estas
capsulas ofrecen la posibilidad de recuperar el agente ya que constituye un

micro-entorno interno adecuado para las bacterias (Medina et al., 2016).

Los mismos autores manifiestan que la encapsulaciéon es un método que se
emplea para proteger o proporcionar una cubierta a sustancias inestables, para
enmascarar sabores, almacenar sustancias y transformar productos de uso

tradicional en desarrollos tecnologicos avanzados. Se utiliza diferentes
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concentraciones de alginato de sodio y concentraciones de cloruro de calcio para

lograr mejores rendimientos, estabilidad y viabilidad.

2.3. REFERENCIA DE EFICIENCIA DE LAS BACTERIAS
SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO

La aplicacién de consorcios bacterianos aplicados a plantas de tomate en
invernadero promovia la asimilacion de fosforo; sin embargo, se encontré que no
todas las bacterias aplicadas en dicho consorcio se establecian en la rizosfera.
Se evalué la capacidad de 17 cepas bacterianas agrupadas en dos consorcios
para promover la asimilacion de fésforo. Se hicieron dos bioensayos en las que
se evaluaron 19 tratamientos y el control absoluto, todos con 10 repeticiones por
tratamiento. Se utilizO como sustrato: peatmoss + suelo de Navidad, N.L + roca

Fosfdrica y con una fertilizacion de 0% de fosforo (Santiago, 2017).

El autor anterior sigue manifestando que las plantas que presentaron mejor
resultado fueron las que se inocularon con las cepas CBLA-208 (Psuedonoma
sp), CBLA-172 (Psuedomona sp) y CBLA-88 (P. aeruginosa). Las variables
evaluadas fueron: indice de deficiencia de fosforo, altura de la planta, peso seco
de la raiz, peso seco foliar, fésforo foliar g/Kg y fésforo foliar en miligramos por

planta.

Para Espinoza (2016), la promocion del crecimiento vegetal directa por las
Rizobacterias Promotora del Crecimiento Vegetal (RPCV) se puede derivar de la
solubilizacion del fésforo, produccion de reguladores de crecimiento, tales como
auxinas, giberelinas (Gas), citoquininas e inhibidores de etileno, mediante la
obtencidn de las actividades metabdlicas de las raices y/o mediante el suministro
de nitrégeno fijado biolégicamente. La promocion indirecta del crecimiento de las
plantas se efectia cuando las RPCV producen sideréforo los cuales pueden
solubilizar y quelar el hierro de la rizosfera y asi de este modo inhiben el

crecimiento de uno o0 mas microorganismo fitopatdégenos.

El mismo autor menciona que las actividades positivas que ejercen las RPCV en
las plantas pueden incluir aquellas que son de interés agricola, logrando
incrementos en la produccion y reduccién de costos y no causan dafios al
ambiente o la salud humana, ademas algunas RPCV tienen, también una funcién

en la degradacion de contaminantes organicos.



9

En un estudio realizado por Angulo et al. (2015), se determind el efecto de
diferentes cepas promotoras de crecimiento, tanto fijadoras de nitrégeno como
solubilizadoras de fésforo. Se presentaron dos cepas de B. pumilus,
solubilizadoras de fésforo. Se considera, que los microorganismos del suelo, que
solubilizan distintas rocas fosfatadas y de otras fuentes de fésforo inorganico, es
una alternativa fundamental para incrementar la cantidad de nutrientes

disponibles para las plantas.

Las investigaciones revelan que las bacterias enddfitas tienen la capacidad de
promover el crecimiento y aportar nutrientes para el desarrollo de la planta, fijar
nitrégeno y solubilizar fosfato, aumentar la resistencia de la planta actuando
como biocontrolado, promover la fitoremediacion y producir metabolitos
secundarios y otros productos naturales empleados en la medicina como

antibioticos, antivirales, antioxidantes, entre otros (Shweta et al., 2017).

De acuerdo con Moreno et al. (2018), los mecanismos de transformacion del
fésforo incluyen a las bacterias solubilizadoras de fosfatos que representan una
alternativa al uso de fertilizantes quimicos, al aumentar la disponibilidad de este
elemento en el suelo pueden solubilizar y mineralizar el fosforo desde fuentes
inorganicas y organicas del fosforo total del suelo actuando como biofertilizantes.
La mineralizacion del Fosforo organico es llevada a cabo por accion de
fosfatasas, mientras que la produccion de acidos es el principal mecanismo por

el cual las bacterias solubilizan fosfatos (Antoun, 2018).

Estudios realizados por Chuang et al. (2017), sobre la solubilizacién de fosfatos
por parte de hongos en medios de cultivos, demuestran que estos
microorganismos solubilizan foésforo insoluble en medios de cultivos con una
reduccion concomitante en el valor del pH. Asi mismo sostienen que el mayor
contenido de protones responsables de la reduccién del pH pudo deberse a la
produccion de acidos organicos y/o a la excrecion de H+ que acomparfia a la

asimilacion del NH** presente en el medio.

Segun Pérez et al. (2015), las bacterias endéfitas pertenecientes a los géneros
Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Enterobacter entre otras, han sido reportadas
como solubilizadoras de fosfatos insolubles y de promover el crecimiento de las
plantas. Hameeda et al. (2018), reportaron que las bacterias Serratia

marcescens EB 67 y Pseudomonas sp incrementan la produccion de biomasa
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en plantas de maiz en condiciones de campo e invernadero, mediante la

capacidad de solubilizar fosfatos.

Con relacion a lo expuesto las bacterias solubilizadoras de fosfato llevan a cabo
la conversion de fésforo insoluble a soluble en fosfatos y ortofosfatos mediante
la secrecion de &cidos organicos. Existen dos mecanismos principales para la
solubilizacion del fésforo inorganico. El primero es un intercambio del &cido, por
ejemplo, los H+ provenientes del citrato se intercambian por el Fosforo ligado a
la superficie de los cristales del Al (OH)® o Fe (OH)3, los reducen y liberan el
fosforo. El segundo mecanismo depende de la concentracion de los &cidos
organicos producidos por los microorganismos, ya que a través de sus grupos
hidroxil y carboxil se quelan los cationes unidos al fosfato y lo convierten en

formas solubles (Trivedi y Sa, 2016).

Por esta razon, los autores antes mencionados sostienen que la importancia de
algunos microorganismos, los cuales a través de diferentes mecanismos logran
poner éste fésforo a disposicion de las plantas. Los principales mecanismos son
por medio de asociaciones micorrizica, que provocan una mayor extension del
sistema radicular y por estimulacion de procesos metabdlicos, especialmente
excrecion de ion hidrogeno, liberaciéon de acidos organicos (citrico, oxalico,
gluconico, lactico, malico etc), produccion de sideréforos y la produccion de la

enzima fosfatasa, que es util para la hidrolisis del fosforo organico del suelo.

En una investigacion de Scattareggia (2016), se realizo el aislamiento de los
enddfitos presentes en las semillas de tomate de las variedades Elpida y Silverio,
y luego la identificacién utilizando la técnica PCR. Con estos aislamientos se
realizo la determinacion de la promocion del crecimiento de plantines de tomate

en ensayos en camara de cultivo.

Sigue manifestando que el disefio que usaron fue el estadistico de bloques
completamente al azar, donde se evaluaron las 10 cepas obtenidas, una cepa
de Pseudomonas fluorescens (control positivo) y un control sin inocular, con 10
repeticiones de cada una. Las variables evaluadas fueron: peso fresco radicular,
volumen radicular, y peso seco aéreo y radicular. Los datos fueron analizados
estadisticamente por andlisis de varianza y las comparaciones de medias
mediante la prueba de LSD de Fisher (P < 0,05). Por otro lado, se determiné la

capacidad de los aislados para producir acido indol acético (AlA), sideréforos,
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fijar nitrdgeno molecular y solubilizar fésforo inorgéanico, en medios de cultivo
adecuados. Ademas, estos ensayos se complementaron con pruebas para
evaluar la produccion de biofilm y la capacidad de autoagregacion.

De los 10 aislados con los que se trabajo, las cepas 15, 6, 4 y 8 tuvieron un
impacto positivo en la promocion del crecimiento radical y las cepas 39 y 38 se
destacaron en cuanto a los parametros asociados a la parte aérea. Las bacterias
se identificaron como pertenecientes a los géneros Bacillus, Microbacterium sp.,

Micrococcus sp y Paenibacillus polymyxa.

Es decir que mediante esta investigacion los géneros Bacillus y Paenibacillus
tienen la ventaja de producir enddsporas, que por ser estructuras altamente
resistentes a las altas temperaturas, cambios osmadticos, radiaciones y
variaciones de pH, permiten una mayor supervivencia en condiciones
estresantes. De manera que al permanecer metabdlicamente inactivas pero
viables bajo condiciones adversas, los hace apropiadas para la formulacion de

productos estables, facilitando su comercializacion y aplicacion.

2.4. BACTERIAS ENDOFITAS Y MATERIAL DE SIEMBRA
USADO EN EL ESTUDIO

2.4.1. CEPARIOS DE BACTERIAS ENDOFITAS DE LA ESPAM MFL

En el Laboratorio de Biologia Molecular de la ESPAM MFL se encuentra un
cepario con 63 cepas de bacterias enddfitas, aisladas y seleccionadas como
potenciales solubilizadoras de fésforo y posibles promotoras de crecimiento
vegetal, las cuales fueron obtenidas en diferentes ambientes edaficos en la
provincia de Manabi. Se encuentran conservadas en tubos de ensayo con agar
nutritivo en refrigeracion a 4°C. De acuerdo a Intriago y Plaza, (2020), de este
cepario 51 aislados presentaron actividad positiva para la solubilizacién de

fosfatos, como se indica en la tabla 2,1.
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Tabla 2,1. Solubilizacion de fosfato de bacterias endéfitas a las 48 horas de
incubadas en el estudio obtencion de bacterias enddfitas del
tomatillo (lycopersicum pinpinelifoluim 1.) como promotoras de
crecimiento vegetal, ESPAM MFL, 2020.

Cédigos Halo (mm)| Coédigos Halo (mm) Caédigos Halo (mm)| Codigos Halo (mm)

CET P4 1R-5 25a JETE P2 R-8 2,26 a CHETE P3 R-5 2,86 a EETE P4 T-6 243 a
CET P4R-5 248 a JETE P3R-6 2,1ab CHETE P3 R-6 2,85 a EETE P5R-8 2,4 ab
CET P3R-8 2,3 ab JETE P2 R-5 1,85 abc CHETE P5 T-5 277 a EETE P3 R-8 2,37 ab

CET P31R-7 2,13 ab JETEP4T-6. 1,78abc | CHETE 2P5R-5 2,69 a EETE P4 T-8 2,33 ab

CETP5T-5 2,06 abc | JETE P3R-7 1,61 bc CHETE P3T-5 2,63 a EETE P5 R-7 2,21 ab
CETP31T-8 1,93 abc JETEP3T-5 1,54 bc CHETE 1P5 R-5 2,56 a EETEP2T-6 2,19 ab
CETP32T-7 192abc |JETEPAT-6  146¢ CHETE P4 R-5 256a |EETEP2R-5 219ab
CET P22 R-5 1,8 bc JETE P5 R-6 1,39¢c CHETE PA T-7 25la EETE P3 R-7 2,18 ab

CET P2 R-8 151c p-valor= 0,0019 ** CHETE P4 T-5 2,33a EETEP3T-5 2,18 ab
p-valor= 0,0003 ** C.V. %= 12,87 CHETE P2 T-6 2,32a EETE P3T-7 2,17 ab
C.V. %= 10,18 CHETE 1P3 R-6 2,29 a EETE P2 T-7 2,14 ab

p-valor= 0,081 Ns | EETEP5T-7 2,12 ab
QEBE P R5 -8 2,16 a C.V. %= 9,74 EETEP4R-6 211ab
QEBEP1T1-5 2,03 ab EETE P5T-6 2,06 ab
QEBE P1T3-5 1,98 ab EETE P2 R-7 2,02 ab
QEBE P1T2-7 191 ab EETE P3 T-6 1,96 ab
QEBE P2 T1-5 1,68 ab EETE P5T-5 191b
QEBEP3T1-6 15b p-valor= 0,015 *
p-valor= 0,0393 * C.V. %= 7,5
C.V. %= 12,18

Descripcién de los codigos: CET= Calceta, QEBE= Quiroga, JETE= Junin, CHETE= Chone y EETE= Estancilla.
P= Planta, R= Raiz, T=Tallo y -5,-6,-7,-8= numero de dilucién.

2.4.2. CARACTERISTICAS AGRONOMICAS DEL MATERIAL
EXPERIMENTAL, TOMATE FLORADADE

Segun Rodriguez y Morales (2007), la variedad Floradade tiene un tomate tipo
manzano, de excelente calidad y alto rendimiento, sus frutos son grandes de
forma globular, color rojo intenso, también tiene resistencia a Verticilium,
Fusarium y Alternaria. Se inicia la cosecha a los 80 dias después del trasplante,

es de habito semi-indeterminado.

La variedad de tomate Floradade es de ciclo medio posee frutos de buen tamario,
redondos de un peso promedio de 260-300 g con pulpa rojo y consistente, es de
crecimiento indeterminado, es decir que presentan inflorescencias mas
espaciadas y de un porte alto, pueden crecer indefinidamente si encuentran
condiciones Optimas y se caracterizan por desarrollar bejucos o tallos largos y

mucho follaje (Garcia, 2019).



13
CAPITULO lll. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

El presente trabajo de investigacion se desarrollo en el laboratorio de Biologia
Molecular de la carrera de Medicina Veterinaria y campus de la ESPAM MFL,
ubicada en el sitio EI Limon, del cantén Bolivar, de la provincia de Manabi,
situada a una altitud de 15 msnm y geograficamente entre las coordenadas
00°49'23” Latitud Sur, 80°11°01” Longitud Oeste?.

3.2. DURACION DEL TRABAJO

El trabajo tuvo una duracion de 14 meses, desde septiembre del 2020 a octubre
del 2021.

3.3. FASES DEL ESTUDIO

FASE 1: EFECTO |IN-VITRO DE BACTERIAS ENDOFITAS
SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO EN LA PROMOCION
DEL CRECIMIENTO DE LA RAIZ DE LA PLANTULA DE
TOMATE

FACTOR EN ESTUDIO

Tabla 3.1. Cepas bacterianas

Factor Niveles/tratamientos
Calceta Junin Estancilla Chone Quiroga
al. CETL al0. JETEL als8. EETE1l a35. CHETE1 | a46. QEBE1
a2. CET 2 all. JETE2 al9. EETE2 a36. CHETE2 | a47. QEBE2
a3. CET3 al2. JETE3 a20. EETE3 a37. CHETE3 | a48. QEBE3
a4. CET4 al3. JETE4 a2l. EETE4 a38. CHETE4 | a49. QEBE4
a5. CET5 ald. JETES a22. EETE5 a39. CHETE5 | a50. QEBE5
a6. CET6 als. JETE6 a23. EETE6 a40. CHETE6 | a51. QEBE6
_ a7. CET7 al6. JETE7 a24. EETE7 a4l. CHETE7
Bacterias a8. CETS8 al7. JETES a25.EETES a42. CHETES
endofitas a9. CET9 a26. EETE9 a43. CHETE9
N a27. EETE10 | a44.CHETE10
Solubilizadoras a28. EETE1l | a45.CHETE1l
de fosfato a29 EETElZ
a30. EETE13
a3l. EETE14
a32. EETE15
a33. EETE16
a34. EETE17

1 Datos tomados en la estacion meteorolégica del INANMI, situada en la ESPAM MFL correspondiente al periodo; enero 2012 a
junio 2019.
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< DISENO EXPERIMENTAL

Con los aislados de cada localidad se realizé un esquema experimental diferente.
Por ejemplo, con los aislados de Calceta nueve tratamientos con tres replicas y
27 unidades experimentales. Para los aislados de Junin, ocho tratamientos, tres
replicas y 24 unidades experimentales. Para los aislados de la Estancilla, 17
tratamientos, tres replicas y 51 unidades experimentales. Para los aislados de
Chone, 11 tratamientos, tres replicas y 33 unidades experimentales, y finalmente
con los aislados de Quiroga, seis tratamientos, tres replicas y 18 unidades

experimentales.
s UNIDAD EXPERIMENTAL

Para todos los aislados, independientemente de su origen, la unidad
experimental se conformé de una caja Petri (90 mm) con cinco semillas de

tomate variedad Floradade, para todos los ensayos de esta fase.

% REACTIVACION Y MULTIPLICACION DE AISLADOS BACTERIANOS
ENDOFITOS

A partir de las cepas conservadas a 4°C se procedié a sembrarlas en agar
nutritivo, se incubaron a 37°C durante 18 horas (h); posteriormente se realizo la
tincion de Gram para ver si es Gram positiva 0 Gram negativa. A partir de las
cepas bacterianas reactivadas se tomo6 una porcion y se colocé en 100 mL de

caldo nutritivo, a continuacion, se incubaron a 37°C durante 18 h.
% INOCULACION DE LAS SEMILLAS

A partir del cultivo bacteriano multiplicado en caldo nutritivo se aplicé cinco mL
en cajas Petri con papel filtro, previamente se colocé las cinco semillas de tomate
por cada replica, a continuacion, se dejé en oscuridad durante 15 dias para su

posterior evaluacion.
% INGREDIENTE ACTIVO (PELLET)

Las bacterias multiplicadas en caldo nutritivo se centrifugaron a 6000 rpm
durante cinco minutos, a continuacién, se realizé un lavado y se volvié a
centrifugar. Al ingrediente activo obtenido (1 mL) se le afiadié 100 mL de agua 'y

se inocul6 5 mL en cajas petri con papel filtro, seguidamente se colocaron cinco
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semillas de tomate por réplica y se dejo en oscuridad durante 15 dias para su

posterior evaluacion.

R

% EVALUACION

La evaluacion se realizé a los 15 dias y se midio la longitud de raiz de las
plantulas de tomate en mm, utilizando un calibrador Vernier (Electronic digital
Caliper) el procedimiento se ajusto a lo indicado por Bobadilla (2017).

FASE 2: IDENTIFICACION MOLECULAR DE LAS BACTERIAS
ENDOFITAS SELECCIONADAS POR SU CAPACIDAD DE
PROMOVER EL CRECIMIENTO DE LA RAIZ DE LA
PLANTULA DE TOMATE

En cada ensayo realizado en la fase uno de laboratorio se escogio la cepa que
promovié el mejor desarrollo radical de la semilla de tomate germinada in-vitro,
las cuales fueron enviadas al laboratorio IDgen, para su identificacion molecular.
La metodologia de secuenciacion corresponde al protocolo del laboratorio al cual
se enviaron las muestras. De acuerdo a los resultados de la identificacion
molecular se usaron en la tercera fase dos cepas (CET-9 y EETE-9)
pertenecientes a Serratia surfactanfaciens consideradas inocuas para el uso
agronomico. De acuerdo Stankovic et al. (2014) se ha demostrado que la especie
surfactanfaciens del género Serratia produce un pigmento llamado prodigiosina,
tiene actividades antimicrobianas (antifungicas, antibacterianas,
antiprotozoarias), antipaltdicas, antitumorales e inmunosupresoras a hiveles no
toxicos. Otros metabolitos secundarios importantes son las serrawettins, que son

biosurfactantes utiles producidos por Serratia (Soberén y Maier, 2011).

FASE 3: EVALUACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS,
SELECCIONADAS A PARTIR DE LA IDENTIFICACION
MOLECULAR, COMO PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO
DE PLANTAS DE TOMATE A NIVEL DE MACETAS

Las cepas identificadas a nivel molecular se inocularon en condiciones de vivero,

de acuerdo al siguiente delineamiento experimental:

% FACTOR EN ESTUDIO
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Tabla 3.3. Factor y niveles en estudio
Factor en estudio Niveles

al. Bioinoculante en medio liquido

Inoculacion de bacterias endoéfitas

. . a2. Bioinoculante encapsulado
en diferentes vehiculos

a3. Sobrenadante libre de células

s TRATAMIENTOS
al. Bioinoculante en medio liquido
a2. Bioinoculante encapsulado
a3. Sobrenadante libre de célula
T1. Fosfato monobasico de potasio (testigo positivo)
T2. Sin indculo (testigo negativo)
s UNIDAD EXPERIMENTAL

La unidad experimental estuvo conformada por tres plantas, depositadas en
fundas de vivero de la siguiente manera: para las plantas evaluadas a los 30 dias
se utilizé fundas de 10 x 16 pulgadas, a los 60 dias se uso fundas de 12 x 20

pulgadas y a los 90 dias se utilizé fundas de 18 x 22 pulgadas.
< DISENO EXPERIMENTAL

El trabajo se realiz6 a través de un Disefio Completamente al Azar. Cada

tratamiento se repitié cuatro veces.

Tabla 3.4. Esquema ADEVA

Fuente de variaciéon G.L
Tratamiento 4
Error 15

Total 19

% MANEJO DEL EXPERIMENTO

En los tres vehiculos evaluados se realizd la inoculacion tres dias antes de la
siembra para que la bacteria colonice el sustrato, posteriormente se realizé la
siembra de la semilla de tomate. A los 30 dias se hizo una re-inoculacién de los

tratamientos en estudio.
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PREPARACION DEL INOCULO

« MULTIPLICACION E INOCULACION

Las cepas se multiplicaron en caldo nutritivo y se incub6 durante 18 h a 37°C.
Se utilizé tres vehiculos para trasportar los microorganismos: inoculante liquido,

encapsulado en polimeros de alginato y sobrenadante libre de células.
< INOCULANTE LIQUIDO

Para este vehiculo se prepar6 caldo nutritivo se inoculé y se incub6 a 37°C
durante 18 h, posteriormente se centrifugo para obtener el pellet 1 g luego se
disolvié con 99 mL de agua destilada. La inoculacién se realizo aplicando 5 mL
de la bacteria desarrollada directamente a la funda (planta).

% ENCAPSULADOS

Las bacterias multiplicadas en caldo nutritivo se centrifugo 6000 rpm, durante
cinco minutos, se realizé lavados con agua destilada estéril, 1 g del ingrediente
activo se mezclo con 100 mL de alginato de calcio (1,6%) posteriormente se dejé
caer sobre una solucion de cloruro de calcio (3%), luego se peso 5 g para aplicar

a la funda (planta), de acuerdo a lo sugerido por Rumino (2005).
<+ SOBRENADANTE LIBRE DE CELULAS

A partir del inoculante liquido se obtuvo el sobrenadante libre de células para
esto se lo paso por papel filtro luego se obtuvo 100 mL, se aplico 5 mL de

sobrenadante libre de células directamente a la funda (planta).
% TESTIGO POSITIVO

Se peso 0, 34 g de fosfato monobasico de potasio se disolvié en 100 mL de agua

destilada se disolvi6 y luego se aplicé 5 mL directamente a la funda (planta).
% TESTIGO NEGATIVO

Sin in6culo
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PREPARACION DE LAS MACETAS

PREPARACION DE SUSTRATO: Se preparé en forma general una porcion 3,1;
en la cual se procedié a dividir en tres partes de sustrato de cacao y una parte
de abono organico.

LLENADO DE FUNDAS: Una vez preparado el sustrato se coloco en las

macetas

SIEMBRA: Se lo realiz6 de manera manual colocando dos semillas de tomate

variedad Floradade, dejando una planta al raleo.

RIEGO: Se lo realiz6 manualmente utilizando una probeta de 100 mL antes y
después de la siembra, esto se lo hizo segun el requerimiento hidrico del cultivo

de tomate.
CONTROL DE MALEZAS: Se ejecuté de manera manual.

CONTROL DE PLAGAS Y ENFERMEDADES: Se usaron insecticidas organicos
como el Neem y trampas cromaticas para reducir las entradas de vectores y con

ello la transmision de enfermedades también se utilizo imidacloprid.

TUTORADO: Se lo realiz6 a los 30 dias contando desde el dia de la siembra,

sobre todo a las plantas que se evaluo en la fase de produccion.

COSECHA: Se ejecuto de forma manual para conservar la calidad de los frutos.
3.4. DATOS TOMADOS Y METODOS DE EVALUACION

Cada tratamiento estuvo constituido por tres plantas en sus respectivas macetas
en la cual se tomo los datos de la siguiente manera, pasando 30 dias se elimind
una planta para tomar los datos correspondiente y asi mismo con la planta de

los 60 y 90 dias por cada réplica.
% ALTURA DE TALLO (cm)

Esta variable se medi6 después de que las plantas cumplieron su periodo de 30,
60 y 90 dias se us0, una planta de cada unidad experimental. Se les separé la
raiz, tallo y hojas. La longitud del tallo consistié en evaluar desde su base hasta
la parte apical, utilizando una cinta métrica. Esta variable fue expresada en

centimetros.
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< LONGITUD DE LAS RAICES (cm)

Para esta variable se tomo una planta de cada unidad experimental midiendo la
longitud de la raiz principal, del cuello de la raiz hasta el extremo inferior de esta
a los 30, 60 y 90 dias y para esto se utilizd6 una cinta métrica graduada en
centimetros, segun la metodologia propuesta por Garcia (2015).

% CONTENIDO DE CLOROFILA

Esta evaluacion se realizé en la planta de tomate a los 15, 30 y 45 dias de
establecidas en condiciones de vivero, se realizd la concentracion de clorofila en
tres foliolos tomados al azar del tercio bajo, medio y superior de cada planta
empleando el clorofilimetro Minolta SPAD 502 plus. El registro de unidades
SPAD se realiz6 entre las 11:00 y 14:00 horas, siguiendo lo descrito por Tubay
et al. (2017).

< PESO SECO PARTE AEREA (g)

Una vez que se obtuvo el peso fresco de tallos y hojas de las plantulas, ambos
tejidos se colocaron en una estufa de secado (Marca Shel-Lab, modelo FX-5,
serie-1000203) a una temperatura de 80°C durante 72 h hasta obtener su
deshidratacion completa. Posteriormente se pesé en balanza analitica (Marca
Electronic SCALE, 5000 g/0.01 g) y el peso fue expresado en gramos de materia

vegetal seca, segun la metodologia de Murillo et al. (2017).
% PESO DE FRUTO (g)

Para esta variable se peso el fruto en gramos, utilizando una balanza analitica
(Marca Electronic SCALE, 5000 g/0,01 g) segun estudios realizados por Beltran
y Hernandez (2014).

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 el andlisis de varianza y la prueba de Tukey p <0,05 para las fuentes
de variacion que tuvieron significacion estadistica en las variables respuestas
evaluadas. Para el andlisis de los datos se utilizo el programa INFOSTAT (Di
Rienzo et al., 2010).
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

FASE 1: EFECTO IN-VITRO DE BACTERIAS ENDOFITAS
SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO EN LA PROMOCION
DEL CRECIMIENTO RADICAL DE PLANTULAS DE
TOMATE

4.1. Longitud radical de plantulas de tomate in-vitro
En la tabla 4.1 se muestran los aislados de las localidades: Calceta, Junin,
Quiroga, Chone y la Estancilla, con sus respectivos cédigos y longitud radical. Al

analizar la variable longitud radical de las plantulas se encontrd diferencias
significativas entre las cepas, al interior de cada localidad.

4.1. Longitud radical de plantulas de tomate in-vitro en cada ensayo por localidad.

Cédigo Longitud radical | Codigo  Longitud radical Codigo Lon_gitud Cédigo Longitud radical Cédigo Longitud radical
(mm) (mm) radical (mm) (mm) (mm)
CET-9 81,87a JETE-1 75,17 a QEBE-2  91,38a CHETE-3 76,05 a EETE-9 67,57 a
CET-5 75,02ab JETE-2 30,71 b QEBE-5 57,28b CHETE-9 65,13 ab EETE-11 66,254
CET-8 67,34 abc JETE-3 25,80 bc QEBE-3 5594 b CHETE-8 58,99 bc EETE-14  63,41a
CET-2 62,81 bcd JETE-6 21,42 bcd QEBE-4  2565¢ CHETE-1 51,79 bcd | EETE-15 59,02 ab
CET-3 50,82 cde JETE-7 20,34 cde QEBE-6  21,31c CHETE-7 46,73 cd EETE-1 56,60 abc
CET-7 46,35 def JETE-5 18,76 cde QEBE-1  12,66¢ CHETE-5 38,38 de EETE-5 50,78 bed
CET-1 43,85ef JETE-8 14,29 de p-valor  0,0001 CHETE-4 28,79 e EETE-6 50,20 bcd
CET-4 37,66 ef JETE-4 11,12e C.V% 12,94 CHETE-6 25,35 ef EETE-7 47,27 bede
CET-6 30,59 f p-valor g gg01 CHETE-2 11,86 f EETE-13 46,14 cde
CET9 81,87a CV.% 13,03 CHETE-3 76,05 a EETE-10 43,17 de
CET-5 75,02ab CHETE-9 65,13 ab EETE-17  3531e
p-valor ¢ 0001 p-valor 0,0001 EETE-4  21,63f
CV.% 11,7 C.V.% 11,08 EETE-8 14,71 f
EETE-16 14,60 f
EETE-12 13,54 f
EETE-2 11,63 f
EETE-3 11,31f
p-valor 0,0001
CV.% 10,27

CET= Calceta, JETE= Junin QEBE= Quiroga, CHETE= Chone y EETE= Estancilla.
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En la siguiente tabla 4.2 se muestran los valores promedios de la variable
longitud radical de las plantulas de tomate sometidas a la influencia de las
bacterias endofitas, donde manifiestan que estadisticamente estas cepas
seleccionadas fueron las mejores por cada localidad.

Tabla 4.2. Promedio de longitud radical de la plantulas de tomate in-vitro con las

mejoras cepas alcanzada por localidad
Longitud radical

Localidad/cepa (mm) P CV%
Calceta (CET-9) 81,87 0,0001 11,70
Junin (JETE-1) 75,17 0,0001 13,03
Quiroga (QEBE-2) 93,38 0,0001 12,94
Chone (CHETE-3) 76,05 0,0001 11,08
Estancilla (EETE-9) 67,57 0,0001 10,27

Los resultados son similares a los reportados por Intriago y Plaza (2020), quienes
midieron valores alrededor de 55 mm de longitud en raices de plantulas de

tomate en contacto con bacterias enddfitas a nivel in-vitro.

FASE 2: IDENTIFICACION MOLECULAR DE LAS BACTERIAS
ENDOFITAS SELECCIONADAS POR SU CAPACIDAD DE
PROMOVER EL CRECIMIENTO DE LA RAIZ DE LA
PLANTULA DE TOMATE.

Para la identificacion de las cepas, se usaron la regién 16S. M: Marcador de peso
molecular DNALand de 100bp, que fueron amplificadas con los primers
universales 27F/1492R, la busqueda en la base de datos Genbank permitié
identificar a los aislados bacterianos a nivel de especies de las siguientes
maneras: QEBE-2 dio un porcentaje de identidad del 100% con dos especies
distintas Acinetobacter pittii y Acinetobacter calcoaceticus, mientras que JETE-1
pertenece a Pseudomonas aeruginosa con un porcentaje de identidad de 100%,
la cepa CET-9 pertenece a Serrata surfactanfaciens y CHETE-3 a Klebsiella
aerogenes ambas con un porcentaje de identidad de 99,78% y por ultimo a
EETE-9 con la especie de Serrata surfactanfaciens con un porcentaje de
identidad de 99,93%.
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Tabla 4.3. Identificaciéon molecular de bacterias

Codigo IDgen Localidad/cepa Nomenclatura % de identidad
B129 Calceta (CET-9) Serrata surfactanfaciens 99,78
B130 Estancilla (EETE-9) Serrata surfactanfaciens 99,93
B131 Junin (JETE-1) Pseudomonas aeruginosa 100
B132 Chone (CHETE-3) Klebsiella aerogenes 99,78

Acinetobacter pittii
B133 Quiroga (QEBE-2) Acinetobacter 100

calcoaceticus

Estos resultados discrepan de la investigacion realizada por Doncel et al. (2016),
que la bacteria Pseudomona aeruginosa, pertenece a la familia
Pseudomonadaceae que es un bacilo gramnegativo aerobio, y presentan
actividad positiva para la fijacion biologica de nitrdgeno y solubilizacién de
fosfatos.

Estudios realizados por Forsythe et al. (2005) manifiestan que las bacterias
gramnegativas del género Serratia en agua, aire, suelo, plantas y animales son
miembros de las Enterobacteriaceae. La especie del género Serratia produce un
pigmento rojo no difusible identificado como prodigiosina, que es un metabolito
secundario alcaloide con una estructura quimica tripirrol Unica (Petersen y Tisa,
2013). Ademas, algunas especies del género Serratia también producen varios
metabolitos secundarios utiles que incluyen oocidina A, carbapenem, altiomicina,
bacteriocinas y tienen aplicaciones potenciales en la biorremediacion ambiental

y la industria farmacéutica (Matsuyama, et al., 2011).

En general, los géneros bacterianos que se han detallado en las semillas de
diferentes plantas son Bacillus y Pseudomonas. También se encuentran a
menudo Paenibacillus, Micrococcus, Staphylococcus, Pantoea y Acinetobacter
como enddfitos de semillas (Regueira, 2018). En este caso se encontraron que
las semillas de tomate albergan especies bacterianas endofitas similares a las
reportadas para otras especies de planta, lo que sugiere que podria ser una

estrategia de dispersion dentro del medio ambiente.

En correspondencia con las referencias anteriores Truyens et al. (2015),
sostienen que cuando las semillas germinan, se produce el desarrollo de estas
comunidades microbianas enddfitas que suelen enriquecerse con

microorganismos provenientes de los suelos.
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FASE 3: EVALUACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS,
SELECCIONADAS A PARTIR DE LA IDENTIFICACION
MOLECULAR, COMO PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO
DE PLANTAS DE TOMATE A NIVEL DE MACETAS

4.4. Alturade plantaalos 30, 60 y 90 dias después de la siembra

En la tabla 4.4, se presenta la altura de planta de tomate a los 30, 60 y 90 dias;
se observa que en los dos primeros periodos de evaluacién no se encontraron
diferencias estadisticas entre los tratamientos; sin embargo, a los 90 dias hay
diferencias significativas entre los tratamientos evaluados. La mayor altura de
planta fue alcanzada por el tratamiento bioinoculante en medio liquido con un
incremento del 116,70 cm con relacion al testigo negativo que se encuentra al

final del segundo rango estadistico.

Tabla 4.4 Altura de planta del tomate variedad Floradade a los 30, 60 y 90 dds*

. 30 dds 60 dds 90 dds
Tratamiento
(cm) (cm) (cm)
1 Bioinoculante en medio liquido 15,00 65,75 116,70 a
2 Bioinoculante encapsulada 17,25 61,50 109,00 ab
3 Sobrenadante libre de célula 19,50 65,50 115,5ab
4 Testigo positivo 14,75 62,50 106,25 ab
5 Testigo negativo 13,74 57,50 87,00 b
P 0,1057 0,4190 0,0426
C.V. (%) 18,98 10,58 12,46

* Dias después de siembra

El uso de inoculantes con bacterias promotoras de crecimiento vegetal, en medio
liquido, es una practica que activa de mejor manera la accion enzimatica de los
microorganismos, como lo indica Espinoza (2016). En estudio realizado por
Angulo et al. (2015), se determindé el efecto de diferentes cepas promotoras de
crecimiento, tanto fijadoras de nitrégeno como solubilizadoras de fosforo. En el
presente estudio todos los tratamientos que recibieron el indculo tuvieron una
respuesta similar a la variante del testigo positivo (aplicacion de fosfato
monobasico de potasio), y marcaron diferencias con el testigo negativo (sin
ninguna aplicacién); estos resultados son similares a los ofrecidos por Sanchez
et al. (2012), que en su estudio mostraron incremento en el tamafio de la planta
de tomate hasta dos veces en los tratamientos con la aplicacién de bacterias a

los 30 y 60 dias, mientras que a los 90 dias ejercié mayor efecto la cual fue tres
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veces mayor con respecto al testigo absoluto, mientras que comparando con el
testigo quimico mostré una diferencia de 30% y presentaron diferencias

estadisticamente significativas (p< 0.05).
4.5. Longitud de raiz alos 30, 60y 90 dias después de la siembra

En la tabla 4.5, se muestran valores promedio de longitud de raiz, donde hay
diferencias significativas entre las variantes en los tres periodos de evaluacion.
A los 30 dias el tratamiento bioinoculante encapsulado se ubicé en el primer
rango estadistico con 20,00 cm de longitud de raiz; a los 60 dias el testigo
positivo logré la mayor longitud (49,25 cm), y a los 90 dias los tratamientos uno,
tres y cuatro alcanzaron la mayor longitud radical y comparten el mismo rango

de significancia.

Tabla 4.5. Longitud de raiz de la planta de tomate variedad Floradade a los 30,
60 y 90 dds

I . 30 dds 60 dds 90 dds
ratamiento
(cm) (cm) (cm)

1 Bioinoculante en medio liquido 13,25b 41,75 ab 66,00 a
2 Bioinoculante encapsulada 20,00 a 36,75 ab 56,75 ab
3 Sobrenadante libre de célula 750¢c 41,00 ab 64,00 a
4 Testigo positivo 10,25 bc 4925 a 65,75 a
5 Testigo negativo 8,00c 26,00 b 4525b

p 0,0001 0,0240 0,0085

cv% 20,11 22,31 13,14

La utilizacion de bacterias endofitas, son una alternativa benéfica que ayuda al
desarrollo de la raiz y esto hace que obtenga una mejor absorcion de nutrientes.
Por lo que se recomienda la utilizacion de productos bases de bacterias
altamente eficaz que contribuyan en la mejora de la productividad y de esta
manera reemplazar a los agroquimicos como lo indica Gupta et al. (2015). Segun
Rojas et al. (2020) en su estudio utilizé bacterias del género Bacillus con las
cepas RC15 obtuvo 20,41 cmy la cepa RC9, alcanzé 16,37 cm con diferencias
significativas (P < 0.05) cuando se compraron con el testigo, los cambios en la
arquitectura de la raiz de las plantas inoculadas fueron notorios con respecto a

las no inoculadas.

Estudios realizados por Bazan y Garboza (2019), manifiestan que la prueba F
del andlisis de varianza demostro alta significancia, con el uso de cepas Bacillus
alcanzando 26,08 cm, y el testigo con 12,45 cm, la longitud de la raiz favorece la

absorcién de nutrientes poco maviles como el fésforo.
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4.6. Clorofilaalos 15, 30y 45 dias después de la siembra

La tabla 4.6, se muestra el contenido de clorofila en unidades SPAD presente
en las hojas fotosintéticamente activas en plantas de tomate, donde se observa
que a los 15 dias se reporto6 diferencias estadisticas entre tratamientos, donde
todos los bioinoculantes y el testigo positivo lograron el mayor contenido de
clorofila y comparte el mismo rango de significancia, en relacién al testigo
negativo. Por otra parte, a los 30 y 45 DDS, no se report6 diferencias estadisticas

significativas entre tratamientos.

Tabla 4.6. Clorofila de la planta de tomate variedad Floradade a los 15, 30 y 45

dds.

Tratamiento 15 dds 30 dds 45 dds

1 Bioinoculante en medio liquido 26,00 a 26,83 33,70
2 Bioinoculante encapsulada 25,16 a 24,87 34,86
3 Sobrenadante libre de célula 24,99 a 26,20 37,61
4 Testigo positivo 26,46 a 28,08 40,04
5 Testigo negativo 22,67b 24,78 31,91
p 0,0001 0,0852 0,0912

CV.% 4,67 6,69 11,56

Estudios realizados por Hernandez (2011), muestran que las plantas inoculadas
con bacterias reportaron un valor promedio de 47,2 de indice de clorofila,

mientras con el uso de fertilizante quimico alcanz6 49,2.

En su investigacion Rodriguez et al. (2021) dicen que se encontrd correlacion
altamente significancia, la concentracion de clorofila para el estudio mostré
valores mayores de tal forma que el valor mas bajo 0,88 se obtuvo con las hojas

amarillas y el mas alto 3,11 con las hojas verdes.
4.7. Peso seco parte aérea de la planta de tomate

El peso seco aéreo no fue influenciado significativamente por los tratamientos
evaluados a los 30 y 60 DDS. Sin embargo, el tratamiento con bioinoculante en

medio liquido se muestra como la mejor alternativa (Tabla 4.9).
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Tabla 4.7. Peso seco parte aérea de la planta de tomate variedad Floradade a
los 30 y 60 dds.

I . 30 dds 60 dds
ratamiento

(9) (9)
1 Bioinoculante en medio liquido 2,38 3,08
2 Bioinoculante encapsulada 2,23 2,70
3 Sobrenadante libre de célula 2,20 2,83
4 Testigo positivo 2,13 2,83
5 Testigo negativo 1,85 2,70

p 0,2851 0,8101

CV.% 15,21 17,78

Salvatierra (2020), afirma que encontré resultados positivos gracias al efecto de
dos bacterias enddfitas LASFBP0O76 y LASFBP044, presentaron un mayor peso
de materia seca aérea en la planta de tomate con un promedio de 0,60 g que el
tratamiento testigo sin inocular. También en la investigacion de Ulloa (2018)
donde la inoculacion con la cepa LASFBP086 aumenta la materia seca en 81%

con respecto al testigo sin inocular.

4.8. Peso promedio del fruto

El peso promedio de fruto fue influenciado con la inoculacion de bacterias
enddfitas y la aplicacion del testigo quimico, pues se encontraron diferencias
significativas (p<0,05), las plantas que fueron inoculadas por el método de
encapsulacion fueron las que produjeron mayor cantidad de frutos, con un
promedio de 14,43 g, esto puede ser debido a que las plantas inoculadas
absorben mayor cantidad de agua y asi mismo la asimilacion de macronutrientes
Y, una mayor participacion de fotosintatos en la parte reproductiva de la planta.
Es notable que el efecto de bacterias endodfitas en el cultivo son muy variable

entre los tratamientos.

Tabla 4.8. Peso promedio del fruto de tomate variedad Floradade

Tratamiento Cosecha (g)
1 Bioinoculante en medio liquido 12,30 a
2 Bioinoculante encapsulada 14,43 a
3 Sobrenadante libre de célula 10,45 ab
4 Testigo positivo 11,56 ab
5 Testigo negativo 538b
p 0,0130
CV.% 29,17

En el estudio realizado por Hernandez (2011), se hallaron resultados similares
donde se expresé diferencias altamente significativas (p<=0,01) entre

tratamientos siendo el mejor tratamiento con la aplicacién de bacterias logrando
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frutos mas grandes y con mayor peso promedio de fruto de 21,67 g, mientras
gue con la aplicacién de quimicos alcanzé frutos pequefios y un promedio de
19,16 g.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.

CONCLUSIONES

Las cepas bacterianas (CET-9), (EETE-9), (JETE-1), (CHETE-3)y
(QEBE-2), fueron seleccionadas por su mayor capacidad promotora del
crecimiento vegetal a nivel in-vitro.

Las cepas bacterianas CET-9 y EETE-9 fueron identificadas con la
especie Serrata surfactanfaciens, mientras que las cepas JETE-1,
CHETE-3 y QEBE-2 pertenecieron a las especies Pseudomonas
aeruginosa , Klebsiella aerogenes y Acinetobacter pittii, Acinetobacter
calcoaceticus, respectivamente.

Las cepas CET-9 y EETE-9 fueron las que mostraron el mayor potencial
de uso con fines agrondémicos.

Los tratamientos con la aplicacion de bacterias enddfitas y el testigo
positivo (Fosfato monobasico de potasio) influyeron en mayor medida
sobre el desarrollo vegetativo y productivo en el cultivo de tomate, en

relacion al testigo negativo.
RECOMENDACIONES

Continuar realizando ensayos con aplicacion de las cepas CET-9y EETE-
9 en diferentes cultivos.
Validar los resultados obtenidos bajo condiciones de campo, con fines de

realizar ajustes y generar futuras tecnologias de biofertilizacion en tomate.
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Anexo 2. Identificacion de las cepas y siembra de las cepas en agar nutriente
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Anexo 4. Preparacion de medios de cultivos para sembrar las cepas




39

Anexo 6. 15 dias de pre-germinacion.

Anexo 7. Germinacién por un periodo de 15 dias.

Anexo 8. Toma de longitud, peso fresco y peso seco de la plantula de
tomate
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Anexo 9. ldentificacién Molecular de las cepas.

#y. De los Granados E£14-285 y Eloy Alfaro

Telifona: 0DGEQETASH
e-rnail : jdgen. e [Ehg

e e UL 1713443475001

Informe de Resultados

Mombre del Proyecto: Identificacidn molecular de bacterias — Diego Zambrano
Informe Mo.: A-201

Técnico Responsable: Francisco Flores

Fecha: 22/02/2021

Resultados
Chdigo IDgen | MUBstra | Longitud | % de Calidad Organismo Fragmento | % de identidad | NeAccesidn
B129 CET-9 1357 98.6 Serratio surfoctontfociens 165% 9978 P 63448, 1
B130 EETE-9 | 1354 98.9 Serratio surfactontfociens 165 99.93 CPO16948.1
B131 JETE-9 1360 99 FEEUdomaNas aeruginoss 165% 100
B132 CHETE-3 | 1369 B0.9 klebsiela oerogenes 165 0,78 MR _113614.1
CHUEBE- Acinetobacter pittilyf
B133 1367 99.1 165 100
2 Acinetobacter calcooceticus MR 042387 .4

Nota: La seouendcia o 185 die OJUEBE-2 dio un porcentage de identidad del VOO con dios especies distintas. S5e
reccamienida B secuenciac on de un segundo marcador molecsiar (rpog o gyre)

=FiFma a?t'nr zada
Frandisco lavier Flores Flor, PhD.
Propietario IDgen
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Anexo 10. Preparacion de las macetas.

Anexo 11. Plantas de tomate.
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Anexo 11. Aplicacion de Neem.

Anexo 12. Toma de datos.
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