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Resumen

La aplicacion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV), constituye una practica
ecologica que contribuye a optimizar los sistemas de produccion agricola y se presenta como una
opcion para la reduccion del uso de fertilizantes quimicos. El tomate riiion tiene alta demanda alrededor
de todo el mundo, su produccion requiere una nutricion eficiente para suplir la demanda de cantidad y
calidad que el mercado requiere, por lo tanto, en la presente investigacion se evaluaron dos cepas
bacterianas: Bacillus licheniformis (IB10) y Bacillus megaterium (CT11) como promotoras del
crecimiento en plantulas de tomate rinén mediante pruebas en semilleros. Se evidencié diferencias
estadisticas en las distintas variables evaluadas, la aplicacion de B. licheniformis Gnicamente al
momento de la siembra provocé un incremento del 10% en el grosor del tallo y un aumento del 100% en
cantidad de biomasa seca, la aplicacion semanal de B. megaterium aumenté la eficiencia fotosintética
en un 18% y aumentoé en un 11% la longitud de las raices de las plantulas. Los resultados generados
permiten determinar que ambas cepas bacterianas pueden ser utilizadas como alternativas a
fertilizantes quimicos.

Palabras clave: Rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas; Bacillus, rizobacteria; biofertilizante;
promotor.

Abstract

The application of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) constitutes an ecological practice that
contributes to agricultural production systems and is presented as an option for reducing the use of
chemical fertilizers. The tomato is in high demand around the world, its production requires efficient
nutrition to supply the quantity and quality demand that the market requires, therefore, in the present
investigation two bacterial strains were evaluated: Bacillus licheniformis (1B10) and Bacillus megaterium
(CT11) as growth promoters in kidney tomato seedlings by testing in seedbeds. Statistical differences
are evident in the different variables evaluated, the application of specific B. licheniformis at the time of
planting caused an increase of 10% in the thickness of the stem and a 100% increase in the amount of
dry biomass, the weekly application of B. megaterium problems the photosynthetic efficiency in 18% and
problems in 11% the length of the roots of the seedlings. The results generated may allow the bacterial
strains to be used as alternatives to chemical fertilizers.

Keywords: Plant growth promoting rhizobacteria; Bacillus; rhizobacteria; biofertilizer; promoter.

1. Introduccién para describir bacterias que se desarrollan
El término “Rizobacteria Promotora de Cre-  en las raices de las plantas y que provocan
cimiento Vegetal” (RPCV) ha sido usado efectos positivos para las mismas (Kalita et
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al., 2015). Tales beneficios han sido aplica-
dos en diferentes areas como los biofertili-
zantes, control de enfermedades, biorreme-
diacion y biopesticidas (Adesemoye et al.,
2008). Estos microorganismos pueden tam-
bién reducir los efectos negativos causados
por estrés en las plantas y contribuir a la
rizorremediacion (Porcel et al., 2014). Los
mecanismos de accion de las RPCV pueden
también subdividirse en mecanismos indi-
rectos y directos (Shameer y Prasad, 2018).
Los indirectos abarcan la resistencia sisté-
mica adquirida y resistencia sistémica indu-
cida, inhibicion de agentes fitopatégenos
(Singh et al., 2017). Los mecanismos direc-
tos comprenden la fijacion de nitrégeno,
inhibicion de la sintesis de etileno, sintesis
de hormonas vegetales, la solubilizacion de
nutrientes como fésforo, hierro y potasio
(Olanrewaju et al., 2017).

Los géneros predominantes que actian
como RPCV son Pseudomonas y Bacillus
(Grover et al., 2011), las especies del gé-
nero Bacillus son formadoras de esporas to-
lerantes al estrés, secretan exopolisacari-
dos y sideréforos que inhiben el movimiento
de iones toxicos y promueven el movimiento
del agua en los tejidos vegetales lo que favo-

rece al desarrollo de Ila planta
(Radhakrishnan et al., 2017).
En la actualidad, el tomate riii6on

(Lycopersicum esculentum Mill.) es uno de
los vegetal mas cultivados y consumidos al-
rededor del mundo, alcanzando una produc-
cion de 182.258 millones de kg por aio
(ESPAC, 2018).

La gran demanda de tomate rifién y la exi-
gencia del mercado han hecho que los pro-
ductores se interesen por nuevos sistemas
de produccion que generen mayor rendi-
miento y productos de calidad (Espinosa et
al., 2017), en este sentido la aplicacion de
RPCV en plantulas representa una alterna-
tiva para mejorar el desarrollo, rendimiento
y la obtencion de biomasa vegetal
(Chaudhary et al., 2012; Martinez, 2011). En
varios estudios se ha demostrado que la ino-
culaciéon con RPCV ha logrado mejorar el
crecimiento y desarrollo del cultivo de to-
mate rindn (Cabra et al, 2017; Martinez et
al., 2013; Santillana et al., 2005; Terry y
Galan, 2006).

Las RPCV que permite disminuir o sustituir
la fertilizacion quimica, con la finalidad de

Tabla 1
Cebadores utilizados en la identificacion molecular

mejorar las caracteristicas de rendimientoy
calidad, evitando la contaminaciéon de re-
cursos naturales dentro de los sistemas pro-
ductivos agricolas (Espinosa-Palomeque y
Cano-Rios, 2019).

En este contexto, esta investigacion tuvo
como objetivo determinar la capacidad pro-
motora de crecimiento de dos cepas de
Bacillus en plantulas de tomate rifién
(Lycopersicum esculentum Mill.) y de esta
manera obtener una herramienta biotecno-
l6gica para el uso en la agricultura.

2. Materiales y métodos

La evaluacion se llevo a cabo en Ecuador,
provincia de Tungurahua, cantéon Ambato, la
cual se encuentra a 2590 m.s.n.m., una hu-
medad mediade 68,57%y 14,6 °C como tem-
peratura media.

Las cepas utilizadas estaban identificadas
previamente como pertenecientes al género
Bacillus y fueron las siguientes: IB10, CT11,
ambas cepas pertenecen al cepario del
CIVABI, ubicado en la Universidad Politéc-
nica Salesiana de la ciudad de Quito. Estas
cepas en ensayos /n vitroobtuvieron los me-
jores resultados en ensayos de solubiliza-
cion de fosforo, produccion de auxinas y
fijacion biolégica de nitrégeno, resultados
reportados en el trabajo de investigacion de
Mamarandi y Ojeda (2019).

2.1. Identificacién molecular de las cepas de
Bacillus

Los microorganismos bacterianos se culti-
varon en Tripticasa Soya Agar (TSB) y se in-
cubarona30°Cy 100 rpm. El ADN se extrajo
a partir de cultivos de 24 horas mediante la
metodologia descrita por Sambrook vy
Russell (2001).

Para la identificacion molecular de las espe-
cies, se utilizaron cebadores de genes espe-
cificos que sirven para identificar especies
bacterianas del género Bacillus, detallados
en Tabla 1 los cuales fueron descritos por
Madslien et al. (2013) y Nayak et a/. (2013).
La reaccion de la cadena de polimerasa se
realizé con el siguiente protocolo: desnatu-
ralizacioén inicial a 95 °C por 2 minutos, 24 ci-
clos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 se-
gundos, hibridacion del cebador a 58 °C por
1 minuto, extension inicial por 2 minutos a 72
°C y extension final de 9 minutos a 72 °C, la
muestra amplificada se mantuvo a 4 °C.

Region para amplificar

Secuencia 5°-3°

Temperatura de hibridacion (°C)

Bacillus licheniformis

Gen (IchAA) Cebador Forward ACTGAAGCGATTCGCAAGTT 58
Gen (IchAA) Cebador Reverse TCGCTTCATATTGTGCGTTC

Bacillus megaterium
Gen (phaC) Cebador Forward CGTGCAAGAGTGGGAAAAAT 58
Gen (phaC) Cebador Reverse TCGCAATATGATCACGGCTA
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Para el control negativo se utiliz6 agua
grado molecular y como control positivo las
cepas de B. megaterium ATCC®14581 y B.
licheniformis ~ ATCC®14580 (Chiluisa-
Utreras et al., 2020).

2.2. Siembra de semillas

La siembra de las semillas de tomate rii6on
(Lycopersicum esculentum Mill.) se realiz6
en bandejas de germinacion de 220 hoyos
con turba (Promix GTX) humedeciendo el
sustrato y dejando las bandejas bajo condi-
ciones de invernadero. La variedad eva-
luada fue Pietro (Clause).

2.3. Preparacion del inéculo

Siguiendo lo descrito por Acurio et al. (2020),
se elaboré un biopreparado soélido para cada
cepa. La aplicacion se realiz6 mediante
aspersion utilizando una bomba de mochila, la
solucion aplicada tuvo una concentracion
bacteriana final de 1x108 UFC/mL.

Se realiz6 la aplicacion de 5 tratamientos,
descritos en la Tabla 2.

Tabla 2
Tratamientos aplicados
Tratamientos
Unica aplicacién a la
siembra
4 aplicaciones, 1 por
semana
Unica aplicacion a la

T 1B10 (Bacillus
licheniformis)

T2 IB10 (Bacillus
licheniformis)

T3  CT11 (Bacillus

megaterium) siembra
T4 CT11 (Bacillus 4 aplicaciones, 1 por
megaterium) semana

T5 Testigo (agua)

Cada tratamiento se realizé por triplicado,
dando un total de 15 unidades experimenta-
les, cada bandeja de germinacion consistio
en una unidad experimental.

Las variables para evaluar fueron: grosor
del tallo, eficiencia fotosintética, peso seco
y longitud de la raiz.

2.4. Grosor del tallo

Para medir el grosor del tallo, se tomaron 20
plantulas al azar de cada bandeja de germi-
nacién y mediante el uso de un pie de rey se
procedi6 a tomar las mediciones del diame-
tro del tallo en milimetros, las mediciones se
realizaron semanalmente desde la segunda
semana después de la siembra, hasta la se-
mana que las plantulas estuvieron listas
para el trasplante (semana 5).

2.5. Eficiencia fotosintética

Se tomaron 10 plantulas indistintamente de
cada unidad experimental, mediante el
equipo O0S-30p+Chlorophyll Fluorometer se
les realiz6 la medicion de la eficiencia cuan-
tica del fotosistema Il (PSll), mediciones que
se efectuaron en las semanas 3,4y 5.

2.6. Materia seca de la parte aérea
De las 20 plantulas seleccionadas en un
inicio se pesaron la parte fresca de la planta

sin la raiz, el material vegetal se colocé en
fundas de papel dentro de una estufaa 70 °C
durante 48 horas, a continuacion, se coloca-
ron las fundas en un desecador por 24 ho-
ras, se tomo los datos de las muestras secas
mediante el uso de una balanza analitica.

2.7. Longitud de la raiz

A las raices de las plantulas se las lavé con
agua para retirar la turba, se dejaron a tem-
peratura ambiente hasta que se secaron y
mediante un pie de rey se midi6 la longitud
en milimetros.

2.8. Analisis estadistico

Los datos obtenidos de cada variable se
evaluaron a través de un DCA (diseio
completamente al azar) y se realizoé la
prueba Post Hoc de Tukey (a = 0,05), en el
software Infostat Version 2018.

3. Resultados y discusion

3.1. Identificacion molecular de las cepas de
Bacillus

En la cepa CT11 los cebadores especificos
para el gen phaC, permitieron la amplifica-
cion de la secuencia diana, region del ge-
noma que sirve para reconocer especies de
B. megaterium

Por otra parte, en la cepa IB10 los cebado-
res especificos para el gen IchAA, permitiéo
la amplificacién de la secuencia de interés,
region que permite identificar especies en
B. licheniformis.

Cl C2 C3 C4 C5 C6

5000
3000
2000
1500

2600bp Gen IchAA

1000
750

900bp Gen phaC

500
300

Figura 1. Electroforesis de PCR de los genes phaC y
IchAA. C1: marcador de peso molecular, C2: control
negativo gen phaC, C3: control negativo gen IchAA, C4:
gen phaC y C6: gen IchAA.

En la cepa IB10 se amplificé el gen IchAA,
correspondiente a la secuencia que se uti-
liz6 para identificar a la especie Bacillus
linchiniformis como se observa en la Figura
1, de acuerdo a lo reportado por Coronel et
al. (2016) el gen tiene 2600 pb.

Para la cepa CT11 se amplific6 el gen phaC,
segun reporta Nayak et a/ (2013) esta re-
gion tiene 900 pb y se utiliza para identificar
a la especie Bacillus megaterium.
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Tabla 3
Variables evaluadas (Tukey 5 %)

Media del diametro Eficiencia fotosintética Longitud de raiz

Tratamientos Materia seca (g) * sd

del tallo (mm) * sd (Fv/IFm) * sd (mm) * sd
T 2,63+0,07a 2,87 +0,23 ab 0,22+0,00 a 79,34 £1,71 ab
T2 1,95+0,10c 2,89 +0,13 ab 0,16 0,16 b 80,75+ 3,88 a
T3 2,43+0,10 ab 2,76 £ 0,06 b 0,15+0,01b 80,26 +1,91 a
T4 2,11+ 0,29 bc 3,22+0,04 a 0,15+0,01b 81,85+2,62a
T5 2,37 0,18 abc 2,72+0,18b 0,11+0,02¢c 73,37%0,47b

Nota: sd: desviacion estandar; Fv: Fluorescencia variable; Fm: Fluorescencia maxima.

3.2. Parametros de crecimiento

Para incrementar los rendimientos del cul-
tivo de tomate es de vital importancia la ob-
tencion de plantulas sanas y con caracteris-
ticas de vigor (Costales et al, 2007), por
esta razon se evalué longitud de raiz, diame-
tro de tallo, eficiencia fotosintética y peso
seco de plantula (Tabla 3).

Grosor del tallo

En cuanto al grosor del tallo se logroé eviden-
ciar que existio diferencia significativa entre
los tratamientos con un p valor < 0,01.

Enla Tabla 3 se puede observar en base a la
prueba Tukey al 5%, que los tratamientos 1,
3 y 5 tuvieron una accioén similar sobre la
planta, influyendo de manera positiva en
cuanto al grosor del tallo.

En la investigacion realizada por Rojas-
Badia et al. (2020), donde se inocul6é Bacillus
sp. a la siembra de tomate (Solanum
lycopersicum), el grosor del tallo de la
planta obtuvo un incremento del 90% frente
al testigo, reportes que también concuerdan
con los presentados por Calero et al. (2019)
donde al aplicar RPCV a la siembray aplica-
ciones foliares semanales obtuvo un incre-
mento en el diametro del tallo desde un 30%
al 100% en diferentes variedades de
Solanum lycopersicum, los resultados obte-
nidos en esta investigacion al aplicar B.
megateriumy B. licheniformis a la siembra
de tomate el grosor del tallo aumenté hasta
en un 10% respecto al testigo.

Segun Gomez et al. (2010) uno de los crite-
rios para considerar una 6ptima calidad en
plantulas de tomate a los 25 - 30 dias de ger-
minada la semilla es que el grosor del tallo el
cual debe estar entre de 2,3 - 5 mm y debido
al efecto de las RPCV se evidencia que se al-
canza este parametro de calidad.

Esto puede atribuirse a la capacidad de las
bacterias promotoras de crecimiento vege-
tal, entre ellas especies del género Bacillus,
de producir fitohormonas como auxinas y gi-
berelinas que incrementan el crecimiento y
grosor de las plantulas, asi lo afirma Camelo
etal. (2011).

Eficiencia fotosintética

Para la variable eficiencia fotosintética se
logré evidenciar que existio diferencia signi-
ficativa entre los tratamientos con un p valor
<0,05.

Como se puede observar dentro de la Tabla
3 al aplicar la prueba Tukey al 5% se presen-
tan los grupos diferenciados ay b, donde los
tratamientos 4,2y 1 corresponden al primer
grupo ejerciendo un efecto similar en la
planta de manera positiva sobre la eficien-
cia fotosintética.

La fluorescencia del pigmento de clorofila
proporciona informacién sobre la variacion
que se presentan en la dispersion de calor y
la eficiencia fotoquimica, fenébmeno que, al
ser medido, permite discernir entre los nive-
les maximos de fluorescencia (Fm) y los ni-
veles minimos (Fo), valor que representa la
supresion del proceso fotoquimico. En plan-
tulas de tomate al inocular B. megaterium
semanalmente se present6é un valor mayor
de eficiencia fotosintética alcanzando el va-
lor de 3,22 * 0,04 para la relacion Fv/IFm, re-
sultados similares a los obtenidos por Lu et
al. (2019), donde al inocular bacterias pro-
motoras de crecimiento a plantulas de
Solanum lycopersicum evidenciaron que la
eficiencia fotosintética aumenta al doble
frente a los controles.

Gracias a la accion de los RPCV, la mayoria
de los nutrientes se encuentran a disposi-
cion de la planta, lo cual evita que este pase
por un proceso de estrés, lo que se eviden-
cia en las elevadas lecturas de Fv/Fm, es de-
cir presentan una mayor eficiencia fotosin-
tética (Gonzales et al., 2008).

Russo y Perkins-Veazie (2010) afirman que
cuando se presenta una disminucion de la
eficiencia fotosintética se puede dar debido
a una reduccion de nitrégeno en la hoja o en
la clorofila y las bacterias promotoras de
crecimiento aumentan la disponibilidad de
nitrégeno hacia las plantas y a su vez de nu-
trientes por lo que existe un aumento en la
eficiencia fotosintética en las plantulas ino-
culadas.

Materia seca de la parte aérea

Se presentdé diferencia significativa en
cuanto al peso de materia seca entre los tra-
tamientos con un p valor <0,01; donde el tra-
tamiento 1 destaca al aumentar la cantidad
de materia seca de la planta (Tabla 3).
Adesemoye et al. (2008) demostraron que al
inocular a Solanum lycopersicum L. con B.
subtilis a la siembra, la planta de tomate a
los 60 dias present6 un 36% mas de biomasa
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seca en comparacion con el control,
Chauhan et al. (2014) reportaron que la cepa
CKTH1, identificada molecularmente como B.
licheniformis, aumenté en un 63,50% el peso
seco de So/anum lycopersicumL. En la pre-
sente investigacion se evidencié que la ino-
culacion de B. licheniformis a la siembra de
tomate (T1) provocé un aumento del 100%
en la biomasa seca de la planta con res-
pecto al testigo (T5), resultado superior a
los reportados en otras investigaciones.
Como lo mencionan Corrales et al. (2017),
esto puede deberse a que las rizobacterias
promotoras de crecimiento pueden
solubilizar nutrimentos que se encuentran
inmovilizados y en baja disposicion en el
suelo o sustratos, como es el caso del
fosforo, lo que mejora la asimilacion de
estos nutrientes hacia la planta, dando
como resultado una mayor a cantidad de
biomasa.

Longitud de raiz

En cuanto a longitud de raiz existi6 deferen-
cia significativa entre los tratamientos con
un p valor < 0,05; en la Tabla 3 se puede evi-
denciar en base a la prueba Tukey al 5%,
que todos los tratamientos presentan un
comportamiento parecido sobre la planta y
causan un efecto positivo sobre la longitud
de la raiz a excepcion del tratamiento 5, el
cual corresponde al testigo.

En lainvestigacion realizada por Chauhan et
al. (2014), se afirma que en plantas de to-
mate inoculadas con diversas cepas de
Bacillus como B. licheniformis, B.
vallismortis, B. subtillis, aumentan la longi-
tud de la raiz desde un 10% al 100% en com-
paracion con las plantas que no han reci-
bido ningun tratamiento, de igual manera
Martinez et al. (2013) Evidencié que al adi-
cionar especies del género Bacillus como B.
megaterium, B. firmusy B. subltilis sobre la
germinacion y desarrollo de plantulas de to-
mate, la longitud de la raices aumenta desde
un 20% al 50% frente a las plantulas que solo
se las trat6é con agua, los resultados presen-
tados en este estudio manifiestan que al ino-
cular B. megateriumy B. licheniformis a las
plantulas de tomate semanalmente aumento6
en un 11% respecto al testigo.

Segun Ribaudo et al. (2006) y Saleem et al.
(2007), el acido indolacético (AlA) absorbido
tanto por las semillas como por las raices de
las plantulas, podria incitar la accién de la
enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato
sintetasa (ACC), la cual es parte de la sinte-
sis del etileno y este en bajas concentracio-
nes incrementa el crecimiento de los pelos
radicales de las plantas inoculadas, aumen-
tando asi la superficie radicular que favo-
rece a una mayor absorcion de nutrientes y

esto se traduce a una mayor longitud de
raices.

3.3. Comparacion con estudios previos

No todas las variedades se adaptan a una
region, por tal razén, es necesario que se
conozca resultados de estudios de compor-
tamientos agronémicos de las variedades,
esto permitira definir qué tipo de variedades
presentan mejores caracteristicas, resulta-
dos de produccion y rendimiento para cada
zona de un pais (INIAP, 2009), esto puede
explicar la variabilidad de los resultados en
los estudios (Tabla 4).

Tabla 4
Cuadro comparativo de resultados de esta
investigacion con otros estudios

Variable Resultado Referencia
De 3,00 . .
0,50 mma 3,3 Fz%Jg(s);Badla etal.
+0,30 mm
Grosor 5-5,5mm Calero, A etal. (2019).
de tallo 3,4-3,8mm Martinez et al. (2013)
De 2,43 %
L & Esta investigacion
2,63%0,07
mm
204,10 £ 39 Rojas-Badia et al.
Longitud __mm (2020)
At NPT Esta investigacion
mm
" Adesemoye et al.
gleact(aena 0,3-0,399g (2008)
0,22+0,00g Esta investigacion

Por otro lado, la expresion de genes implica-
dos en el crecimiento y desarrollo vegetal
varia en funciéon de los cambios ambienta-
les, los cuales modifican dicha expresion
génica del organismo (Molina Romero et al,
2015).

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos en plantulas ino-
culadas con los microorganismos eficientes
(Bacillus licheniformis y Bacillus
megaterium) fueron superiores en compara-
cion con los valores del tratamiento testigo.
Bacillus licheniformis incremento significa-
tivamente el grosor del tallo y la cantidad de
biomasa seca de las plantulas de tomate ri-
fAon. En cuanto a la eficiencia fotosintética
expresada en Fv/IFm, esta aumenté significa-
tivamente debido a la inoculacion semanal
de Bacillus megaterium. Las aplicaciones
de Bacillus licheniformis 'y Bacillus
megaterium semanalmente aumentaron sig-
nificativamente la longitud de las raices de
las plantulas de tomate.

Se recomienda estudiar la aplicacion de los
dos microorganismos de manera combi-
nada y en condiciones de invernadero o
campo abierto.
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