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INTRODUCCION

Considerando la gran importancia que tiene para el ser humano la alimentacion
balanceada y los procesos que se requiere para el cultivo de estos productos que
forman parte de la dieta diaria, los procesos naturales constituyen alternativas
ecoldgicas y econdmicas para la sustitucion parcial o total de fertilizantes quimicos, se
trabaja en funcion de utilizar los microorganismos con el objetivo de elevar las
producciones de los cultivos agricolas, como en nuestro pais Phaseolus vulgaris
(Frijol) que solo en el primer trimestre del 2017, nuestros granos peruanos, lograron
los US$11 millones en exportacién. Los principales mercados destino fueron Estados
Unidos, México, Chile y Canada. Destacan también los paises de Rusia, Italia, Espafia
y Libano. Informo el ministerio de agricultura y riego (Minagri).(1) Junto con lo ya
dicho, contrarrestar el impacto negativo sobre el medio ambiente, teniendo una base
fundamental para la sostenibilidad y seguridad alimentaria en el planeta. En busca de
encontrar soluciones, en los ultimos afios se han desarrollado estrategias alternativas

para reemplazar los fertilizantes.(2)

Como alternativa al uso de agroquimicos se ha propuesto el uso de bacterias que tienen
reconocida accion con actividad en promocion de crecimiento vegetal (PGP), por sus
siglas en ingles. Estas bacterias son capaces de estimular el desarrollo de las plantas
de manera directa e indirecta y poseen una serie de mecanismos complejos que
interactUan entre si para establecer relaciones benéficas con las raices de las plantas.
Existe una amplia gama de interrelaciones entre especies de microorganismos en los
ecosistemas, tales como sinérgicas, antagonicas, de competencia fisica y bioquimica,

moduladas por multiples factores.(3)

Las bacterias Gram positivas formadoras de endosporas se agrupan en el género
Bacillus.sp y otros géneros relacionados, recientemente separados taxonémicamente.
Estos microorganismos se han estudiado desde hace muchos afios debido a su
importancia académica y ecoldgica y a los beneficios que brindan por medio de
caracteristicas como su endosporacién con fines industriales y agricolas.(4)
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Las bacterias del género Bacillus.sp se encuentran ampliamente distribuidas en los mas
diversos habitats que incluyen ecosistemas de suelo, de agua dulce y marinos, sus
especies estan muchas veces asociadas a plantas. En este Gltimo caso, se han
demostrado las potencialidades de las especies del género Bacillus.sp para la
produccion de antibidticos, enzimas, fitohormonas, la solubilizacién de fosfatos (5) y
la fijacion bioldgica del nitrogeno.(6) En este sentido, se han realizado estudios de
promocion del crecimiento vegetal (7) y control bioldgico de patégenos (8) buscando
estrategias amigables que permitan la disminucion del uso de fertilizantes quimicos,
que no solo desfavorecen la produccion, sino también, traen consigo un impacto
negativo sobre el medio ambiente. El estudio integral o en conjunto de estas
caracteristicas en bacterias como Bacillus.sp permitiria su posible utilizacion en
conjunto en mas de un beneficio proporcionando en la agricultura fundamentalmente,
por lo que en el presente trabajo, se abordan los principales aspectos estudiados que
brinda hasta el momento el género Bacillus.sp, asi como sus potencialidades para ser
utilizados en la Biotecnologia Agricola(9) en productos de importancia comercial por

medio de los metabolitos ya mencionados.

Las fermentaciones industriales en denominacién como "un proceso productivo que
supone la utilizacion de células (microbianas) muy utilizadas para la produccién de
moléculas orgénicas”. La mayoria de los productos obtenidos por fermentaciones
microbianas son metabolitos secundarios.(10) Los metabolitos secundarios
desempefian diferentes papeles en la naturaleza, tales como antibi6ticos, toxinas,
ionoforos, biorreguladores, asi como, la sefializacion intra e interespecifica. Los que
se producen por bacterias desde un punto de vista biotecnolégico, los metabolitos
bioactivos han sido generalmente estudiados como potenciales sustancias anti
infecciosas (antibacterianos, anti fungicos, antivirales y antiparasitarios).

Los compuestos producidos por microorganismos han hecho una extraordinaria

contribucion a la salud y al mejoramiento de la calidad de los seres vivos. Ademas de
producir metabolitos primarios como aminoacidos y vitaminas, son capaces de
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producir metabolitos secundarios con diversas actividades bioldgicas, que constituyen
hoy en dia la mitad de los productos en el mercado.(11)

Los huéspedes de plantas también pueden verse afectados por hormonas conocidas por
ser producidas por diversas especies microbianas, incluida Bacillus.sp, dichos
compuestos (Ej: Auxinas, giberelinas y citoquininas) participan en procesos que
incluyen la ampliacion, division y agrandamiento de las células vegetales también en
raices simbioticas y raices no simbioticas. Se ha informado que las cepas Bacillus.sp
con accion en solubilizacion de fosfato aumentan sinérgicamente la acumulacion de

nitrégeno y fosfato de la planta.(12)

En el caso del género Bacillus.sp, se ha demostrado la produccién de fitohormonas en
la rizésfera de la planta. Por otra parte se ha informado la produccion de este tipo de
metabolitos en Bacillus.sp aislados de diferentes plantas, en la que ejerce un efecto
positivo sobre el crecimiento vegetal. En laboratorios de otros autores, se ha
demostrado la capacidad de cepas de Bacillus.sp asociadas al cultivos para producir

auxinas, mediante el método colorimétrico de Salkowsky.(13)

El estudio de microorganismos promotores del crecimiento vegetal representa una
opcion para el manejo sostenible de agro sistemas. Es asi como se hace interesante
estudiar tipos de fermentacion para la obtencion de metabolitos secundarios, por lo que
se ha reportado para bacterias en fermentacion liquida son capaces de producir
concentraciones considerables del compuesto durante la ideofase; es decir cuando ya
ha finalizado su etapa de crecimiento.(14)

Por otro lado, en el campo de control tenemos la problematica de un patdgeno de
importancia como Rhizoctonia solani un hongo que bajo su prevalente presencia y la
severidad con la que ataca los cultivos, resultan en pérdidas econdmicas considerables,
rendimientos bajos e insuficientes ingresos para los productores, disminuyendo la

produccion en forma significativa de frijolares enteros.(15)

Es posible disminuir el nivel de esos organismos antagonistas, Bacillus.sp tiene

propiedades particularmente deseables por sus caracteristicas morfoldgicas y
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fisiologicas para la supresion efectiva de patdégenos radiculares provenientes del suelo
por medio de antibiosis y competencia, la utilidad y desarrollo de estos organismos
para el control de fito patdgenos requiere de una serie de estudios ldgicos, bien
documentados para entender su conducta bioldgica y ecolégica y estudios finales para
su manejo adecuado.(16) Se ha observado los éxitos alcanzados en algunos paises
tropicales Brasil, Cuba, Perd, India, Filipinas entre otros con la utilizacion de los
biofertilizantes, ha permitido su extensa aplicacion en diferentes cultivos de interés
como la cafia de azUcar, trigo, arroz, tomate, algoddn entre otros con la reduccion hasta
del 50% de los fertilizantes nitrogenados y fosféricos convencionales con un
incremento en los rendimientos entre el 15-30%.(17) (18)

A partir de la presencia de este tipo de plagas y las bajas tecnologias frente este es que
se desencadena el uso excesivo de quimicos que a corto y largo plazo son la apertura
a problemas ambientales generando deterioros en la salud ya sea de consumidores e
incluso los mismos agricultores con surgimiento de enfermedades respiratorias,
alérgicas, reacciones en la piel y musculares, de igual forma los efectos en los
microorganismos podrian ser contradictorios causando resistencias frente este tipo de

productos siendo mas dificil y peligrosa su atenuacion.

Para casos como estos, debemos buscar alternativas con capacidades potenciales de
promocion de crecimiento y control bioldgico proporcionando actividad anti fungicas
como son las cepas de bacterias de Bacillus.sp presentes en el suelo formando parte de
la rizdsfera del cultivo de frijol, esta nos proporciona metabolitos secundarios con
caracteristicas de biocontrol de plagas que no solo se podria encontrar este beneficio
frente a huéspedes sino también efectos favorables para la planta en su desarrollo.
Los productos bioldgicos pueden ejercer una proteccion efectiva de las plantulas,
siendo una herramienta importante en aquellos lugares donde el uso excesivo de
quimicos ha creado resistencia de los organismos patdgenos. Por lo anterior los
polipéptidos producidos por Bacillus.sp son sustancias naturales y por lo tanto
biodegradables sin tener efectos residuales o contaminantes en los cultivos como nos
dice Khem y Samsber.(19)
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El centro internacional de agricultura Tropical (CIAT) (20) nos muestra las principales
enfermedades del frijol en diferentes regiones productoras entre ella en nuestra region
incluye a Camana con presencia de pudricion radical (PR). Por estas razones, en el
presente trabajo se propuso el objetivo de este estudio fue el identificar metabolitos
del cultivo de Bacillus.sp en fermentacion tipo batch en Biorreactor con capacidad
promotora de crecimiento vegetal a nivel in vitro e invernadero y biocontrol frente
Rhizoctonia solani diferenciando su preservacion a diferentes temperaturas de

conservacion.
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RESUMEN

El tremendo dafio ambiental y agricola causado por la invasién patdgena catalogada
como un severo problema en todo el mundo, da inicio a acontecimientos como la
revolucion verde, la cual busca la optimizacion de nuevas tecnologias, como es el uso
de microorganismos del género Bacillus.sp que ha sido determinado como uno de los
géneros de gran importancia agraria, en este estudio se demuestra su actividad en el
campo de investigacion como alternativa de desarrollo bio-agroindustrial por su
capacidad de sintetizar compuestos que muestran beneficios frente a un mejor
desarrollo de cultivos, y mitigar la fuerte incidencia de otros microorganismos
patdgenos.

La cepa de Bacillus.sp aislada de la rizosfera de frijol fue inoculada en un Biorreactor
en sistema batch, con contenido de un medio minimo mineral en el que la bacteria da
inicio a su proceso de endosporacion, de este proceso se identifica la presencia de
metabolitos que actien como promotores de crecimiento vegetal (PGP) y biocontrol
contra Rhizoctonia solani.

Se obtuvieron metabolitos que intervienen con accion PGP, el acido indol acético
(AlA) que alcanzo una concentracion total de 38.572 ug/mL a las 72 horas de

evaluacion, para la actividad de solubilizacion de fosfatos es positivo por la presencia
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de halo en el medio de cultivo, mientras que en los ensayos de presencia de sideréforos
resulto negativo.

En el proceso de evaluacion de germinacion de semillas a nivel in vitro del efecto del
fermentado de la cepa de Bacillus.sp en cultivos como el frijol y en otras semillas
(brécoli, rabanito, tomate y lechuga), dando un amplio campo de accion, fue favorable
para la respuesta en el inoculo del sobrenadante y del fermentado presentaron buena
elongacion de hipocétilo, porcentaje de germinacion, mayor cantidad de pelos

radiculares en los brotes en comparacion con el control positivo el Rhizobium E-10.

Para el efecto de biocontrol frente a Rhizoctonia solani, la presencia de enzimas fue
positivo para celulasas, amilasas y proteasas, y negativo para la presencia de
quitinasas. La evaluacion in vitro para inhibicion del hongo en placa por la accién de

los indculos resulto con la formacion de halos crecientes con relacion al tiempo.

En el caso del frijol se evaluo su desarrollo a nivel de invernadero con inéculos de
tratamiento sometidos a diferentes temperaturas de conservacion por enfriamiento de
-20°C, 4°C, Temperatura ambiente y finalmente liofilizado, evaluando asi esta forma
de conservacion después del periodo de vida por un mes en anaquel que permitan
conservar sus propiedades. Se registré una mayor actividad de respuesta con respecto
a la accion del sobrenadante y fermentado a temperaturas a -20°C y liofilizado como
PGP logro dar mejor aspecto a la planta un mejor color, tamafio, nUmero de nodulo,
area foliar y radicular por sobre los demas de igual forma para la resistencia del hongo
fueron los mismos indculos con los se vio menos la incidencia de infeccion del hongo

en cultivos.

Palabras clave: Bacillus.sp, Metabolitos, PGP, Biocontrol, Rhizoctonia solani, frijol
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ABSTRACT

The tremendous environmental and agricultural damage caused by the pathogen
invasion cataloged as a severe problem throughout the world, gives rise to events such
as the green revolution, which seeks the optimization of new technologies, such as the
use of microorganisms of the Bacillus genus which has been determined as one of the
genus of great agrarian importance, this study demonstrates its activity in the field of
research as an alternative to bio-agroindustrial development for its ability to synthesize
compounds that show benefits in the face of better crop development, and mitigate the
strong incidence of other pathogenic microorganisms.

The Bacillus.sp strain isolated from the bean rhizosphere was inoculated in a
bioreactor in batch system, with a minimum mineral content in which the bacterium
starts its endosporation process, this process identifies the presence of metabolites that
act as promoters of plant growth (PGP) and biocontrol against Rhizoctonia solani.
Metabolites involved with PGP action were obtained, indole acetic acid (IAA) that
reached a total concentration of 38,572 ug / mL after 72 hours of evaluation, for the
activity of solubilization of phosphates is positive by the presence of halo in the
medium of culture, whereas in the presence tests of siderophores it was negative.

In the process of germination evaluation of seeds at in vitro level of the effect of the
fermentation of the strain of Bacillus.sp in crops such as beans and other seeds
(broccoli, radish, tomato and lettuce), giving a wide field of action, was favorable for
the response in the inoculum of the supernatant and the fermented showed good
elongation of hypocotyl, percentage of germination, greater amount of root hairs in the

shoots compared to the positive control Rhizobium E-10.

For the effect of biocontrol against Rhizoctonia solani, the presence of enzymes was
positive for cellulases, amylases and proteases, and negative for the presence of
chitinases. The in vitro evaluation for inhibition of the fungus in plague by the action

of inocula resulted in the formation of increasing haloes in relation to time.
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In the case of beans, their development at the greenhouse level was evaluated with
treatment inocula subjected to different storage temperatures by cooling at -20 ° C, 4
° C, room temperature and finally lyophilized, thus evaluating this form of
conservation after the period of life for a month on a shelf that allows them to preserve
their properties. A greater response activity was registered with respect to the action
of the supernatant and fermented at temperatures at -20 ° C and lyophilized as PGP
achieved better appearance to the plant a better color, size, number of nodule, leaf area
and root over the others in the same way for the resistance of the fungus were the same

inocula with the less was seen the incidence of infection of the fungus in crops.

Keywords: Bacillus.sp, Metabolites, PGP, Biocontrol, Rhizoctonia solani, Bean
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Lista de abreviaturas

BCA : Agentes de Control Biol6gico o Biocontroladores, por sus siglas en idioma
inglés: Biological Control Agents.

PGPM : Microorganismos promotores del crecimiento vegetal, por sus siglas en
idioma inglés: Plant Growth Promoting Microorganism.

PGPR : Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, por sus siglas en idioma
inglés: Plant Growth Promoting Rhizobacteria.

PGPB : Bacterias promotoras del crecimiento vegetal, por sus siglas en idioma
inglés: Plant Growth Promoting Bacterium.

BPCV : Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

PGP : Estimulacion del crecimiento vegetal, por sus siglas en idioma inglés: Plant
growth promoting.

AIA : Acido indol acético

Inoculacion: Para este caso, introduccidn de un microorganismo en el sistema con
un fin determinado BCA y PGPM

g/L : Gramo/Litro
g : Gramos

mg : Miligramos
Mg : Microgramos
L > Litros

mL > Mililitros
pL : Micro litros
h : Horas

F t.amb : Fermentado sometido a conservacién por temperatura ambiente.
F 4°C : Fermentado sometido a conservacion de cuatro grados.

F -20°C : Fermentado sometido a conservacion de menos veinte grados.
F lio : Fermentado sometido a conservacion de Liofilizado.

S t.amb : Sobrenadante sometido a conservacion por temperatura ambiente.
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S4°C  : Sobrenadante sometido a conservacion de cuatro grados.

S -20°C : Sobrenadante sometido a conservacion de menos veinte grados.

S lio : Sobrenadante sometido a conservacion de Liofilizado.
Pat : Patégeno (Rhizoctonia solani)
CQ : Control quimico

HOMAI : Es un fungicida desinfectante que ofrece una proteccion contra el ataque
de hongos que ocasionan fuertes dafios, especialmente durante la germinacién y los
primeros estados de desarrollo.
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HIPOTESIS

Debido a que las cepas de género Bacillus.sp, presenta gran potencial de produccion
de metabolitos y efecto antagonista en patdgenos de cultivo, la bacteria nativa de la
rizosfera de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris), en fermentacion Batch a nivel de
biorreactor, podria presentar actividad promotora de crecimiento vegetal (PGP) y
actividad antifangica contra el hongo Rhizoctonia solani, a nivel in vitro e invernadero,
sin toxicidad en semillas de frijol, brdcoli, rabanito, lechuga y tomate; estas
caracteristicas en estados de conservacion de congelamiento y liofilizado es posible

gue puedan mantener su optimo efecto.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

OBJETIVOS

Objetivo General:

Caracterizar y conservar metabolitos del cultivo de Bacillus.sp en fermentacién batch
con capacidad promotora de crecimiento vegetal y biocontrol frente Rhizoctonia
solani

Objetivos Especificos:

1. Determinar la presencia de metabolitos con actividad promotora del crecimiento
vegetal a nivel in vitro y en semillas de interés comercial a partir del cultivo de
Bacillus.sp en fermentacion batch a nivel de biorreactor.

2. Determinar la presencia de enzimas hidroliticas con actividad antiflngica contra
Rhizoctonia solani a partir del cultivo de Bacillus.sp en fermentacion batch a nivel
de biorreactor.

3. Determinar el efecto de diferentes métodos de conservacion en la actividad de
metabolitos promotores del crecimiento vegetal y antifungica a nivel de
invernadero.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. METABOLITOS EN BACTERIAS

En los procesos metabolicos de las bacterias necesarios para su proliferacion y
crecimiento enfocamos a lo que se denomina metabolismo primario que esta
conformado por rutas bioquimicas en las que se sintetizan y se consumen diferentes
sustancias, los cuales son utilizados en la obtencion de energia, la reproduccion celular
y viabilidad.(21) La interaccion de las especies microbianas en su ecosistema, puede
estar determinada por muchos factores, incluyendo la habilidad de los
microorganismos para liberar sustancias las cuales afectan el desarrollo de otras
especies. Los metabolitos juegan un papel importante en la adaptacién de las especies,
formacion y funcionamiento de las comunidades. Estos intermediarios son producidos
en la etapa activa de crecimiento o fase exponencial en la curva de crecimiento
microbiano, siendo algunos de ellos &cidos organicos, vitaminas, aminoacidos, entre
otros. Pero también existen procesos metabdlicos que incluyen al metabolismo
secundario son aquellos compuestos organicos sintetizados por el organismo que no
tienen un papel directo en el crecimiento o reproduccion del mismo el cual produce
compuestos que comdnmente son excretados al medio donde crece la célula y que no
poseen una importancia vital para la misma, la biosintesis de metabolitos secundarios
ocurre generalmente debido a condiciones de agotamiento de nutrientes en el medio,
diferenciacion y esporulacion. Algunos ejemplos de metabolitos secundarios
generados en estos momentos son los antibioticos, toxinas, alcaloides, enzimas, entre

otros.(14) (22) Estos metabolitos producidos por unos pocos organismos, no parecen
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ser esenciales para su crecimiento y reproduccion; su formacion es dependiente de las
condiciones ambientales donde se encuentren. Para determinar estos metabolitos, es
importante no solo conocer el género de la bacteria, sino también su especie, ya que
actualmente este parametro se emplea como un factor de aporte al estudio en nuevas
investigaciones dando relevancia a sus antecedentes. Con el avance de la ciencia, el
cultivo deliberado de estos microorganismos con expectativas a la produccion de

nuevas sustancias, han permitido cada vez mas sus capacidades de biosintesis.(23)

1.2. BIOLOGIA DE Bacillus.sp

El género Bacillus.sp pertenece a la familia Bacilliaceae, es un género que hoy en dia
incluye mas de 60 especies de Bacillus.sp ampliamente distribuidos en diversos
ambientes como agua y suelo. En una etapa temprana de la clasificacion de las especies
del género Bacillus.sp se tienen en cuenta dos caracteristicas fundamentales: el
crecimiento aerobio, la respuesta positiva a la tincion de Gram, la forma bacilar y la
formacion de endospora (4), quimiheterotrofos que normalmente son mdviles y
rodeados de flagelos periticos. Son anaerobios o aerobios facultativos son catalasa
positivos. Las células bacterianas de este género tienen un amplio tamafio que varia
0,5 a 25 um x 1,2-10 um.(18) Gracias a estas caracteristicas notables tanto
fisiologicas como morfoldgicas es que la especie sobrevive en la naturaleza con

proteccidn a condiciones extremas ocupando una gran variedad de habitats.

Bacillus.sp, independientemente de su ubicacion taxondémica, se encuentra entre los
agentes mas adecuados para el control biolégico debido a cualidades tanto
morfologicas como fisioldgicas que permiten su ubicuidad en la naturaleza. Este
género ademas ha tenido mucho éxito en la prevencion de patologias vegetales
causadas por hongos. Ademas, produce una gran diversidad de metabolitos, entre los
gue destacan: bacteriocinas, antibidticos y enzimas extracelulares (como proteasas y
quitinasas), elementos clave en el fenémeno de supresion de patdgenos por agentes
bioldgicos.(24) Los metabolitos secundarios son producidos cuando la bacteria se
encuentra en la fase denominada idiofase, es decir en la fase en que cesa el crecimiento
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por parte de la bacteria. Incluidos en este grupo estan un conjunto de compuestos que
son de gran importancia como las sustancias antimicrobianas y nuevos compuestos
importantes farmacoldgicamente tales como los agentes antitumorales o

inmunomoduladores como la ciclosporina, que han adquirido importancia.

1.2.1. Bacillus.sp COMO PRODUCTOR DE METABOLITOS

Se ha demostrado de forma independiente de metabolitos sus potencialidades como
control biolégico de patdgenos.(25) En este sentido se conoce que entre los
mecanismos a traves de los cuales transcurre este proceso se encuentran las relaciones
de competencia, la produccién de antibidticos, enzimas y de otras sustancias como
sideroforos, que permiten a estos microorganismos ejercer su capacidad

biocontroladora.(26)

También se han demostrado potencialidades como solubilizador de fosfatos y fijador
de nitrégeno atmosférico. Se han realizado diversos estudios para utilizar este género
bacteriano como promotor del crecimiento vegetal, entre las principales especies se
destacan Bacillus.sp. El rapido crecimiento que muestran estas bacterias en cultivo
liquido la formacidn de endosporas resistentes al calor y la desecacion y la produccion
de metabolitos secundarios son caracteristicas que permiten considerar a estos

microorganismos como potenciales agentes de control bioldgico.(27)

Las especies de Bacillus.sp son ubicuas en la naturaleza y se encuentran en mayor
proporcién en los suelos, por lo que resulta de gran utilidad usar muestras de este tipo
como fuente de inoculo para aislar cepas de este género, el uso de sus metabolitos,
puede ser un método alternativo o suplementario para la proteccion de las plantas.
Muchos de estos bacilos generalmente son bacterias que habitan en el suelo o existen
como epifitas y enddfitos en la espermosfera y la rizésfera,(28) por esta razon, las
especies de Bacillus.sp son candidatos ideales para su uso como agentes de control
bioldgico (BCA) en programas de tratamiento de semillas contra patdgenos
transmitidos por el suelo las especies de Bacillus.sp también se han aislado de muchos

otros entornos como de hojas, compost, procesos de fermentacion, etc.(29)
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Los metabolitos secundarios son producidos cuando la bacteria se encuentra en la fase
denominada idiofase, es decir en la fase en que cesa el crecimiento por parte de la
bacteria. Incluidos en este grupo estan un conjunto de compuestos que son de gran
importancia como las sustancias antimicrobianas y nuevos compuestos importantes
farmacoldgicamente tales como los agentes antitumorales o inmunomoduladores

como la ciclosporina, que han adquirido importancia recientemente.(30)

1.2.2. ROL DE LOS METABOLITOS

Los productos de la biotecnologia se aplican hoy a un gran nimero de industrias entre
las que cabe mencionar no sélo la alimenticia, sino también la farmacéutica, textil, del
papel, de detergentes, etc. Antes del advenimiento de la ingenieria genética ya se

obtenian diversos productos (metabolitos) derivados de bacterias.(31)

Las interacciones planta-animal son generalmente mediadas por metabolitos
secundarios y a menudo implican mecanismos de defensa. Muchas bacterias
asociativas son consideradas bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV),
debido a su capacidad para estimular directamente el crecimiento de las plantas, a
través de diversos mecanismos, como el aporte de sustancias generadas por las

bacterias resultan nutrientes favorables.

Los metabolitos primarios, compuestos de bajo peso molecular que participan como
productos intermediarios en las diversas rutas metabolicas, se sintetizan durante la fase
exponencial, en tanto que los de tipo antibidtico o metabolitos secundarios, se
producen en la fase estacionaria e intervienen en vias biosintéticas especificas del
proceso celular como productos finales. Su produccién requiere un incremento en la
biomasa del microorganismo productor, condiciones nutricionales especificas y
factores fisico-quimicos, como la temperatura y los pH definidos para cada especie,
Asi como, otro tipo de condiciones de incubacion (agitacion, tiempo de incubacion,
aireacion, tamafio y edad del inéculo inicial) que definiran la adaptacion del

microorganismo y la produccion de la biomolecula.
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1.2.3. ENDOSPORACION DE Bacillus.sp

Las bacterias Gram positivas formadoras de endosporas se agrupan en el género
Bacillus.sp y otros géneros relacionados, recientemente separados taxondmicamente.
Estos microorganismos se han estudiado desde hace muchos afios con fines
industriales y agricolas.(4)(32) Cuando las condiciones del ambiente son
favorables, la espora regresa a crecimiento vegetativo mediante el proceso
de germinacion y eclosion reanudando su actividad metabdlica.(33)

Las bacterias del género Bacillus.sp constituyen un grupo importante, este género
incluye bacterias Gram positivas que tienen la ventaja de poseer diversos mecanismos
para asegurar su sobrevivencia ante condiciones fisicas desfavorables, bajo estas
condiciones Bacillus.sp inicia una serie de respuestas; si estas respuestas fallan para
poder mantenerse en estado vegetativo se induce la esporulacion. La habilidad de las
especies de Bacillus.sp de formar endosporas altamente resistentes al calor,
desecacion, irradiacion UV, les confiere una ventaja competitiva muy importante en
un ambiente como el suelo. Asi mismo, Bacillus.sp también se debe adaptar a cambios
bruscos de temperatura, para esto cuentan con genes de shock térmico inducibles que
incluyen proteinas chaperonas y proteasas. Bacillus.sp tiene como habitat natural el
suelo y se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, entre sus principales
caracteristicas se encuentra su capacidad de crecer en un intervalo amplio de
temperaturas desde 15 hasta 55 °C, presenta motilidad, aerotaxis, velocidades de
crecimiento altas, sobrevive en concentraciones salinas (hasta el 7% de NaCl) y

producir una amplia variedad de antibi6ticos y enzimas hidroliticas extracelulares.

La germinacion de las esporas inactivas de las especies de Bacillus es el primer paso
crucial en el retorno de las esporas al crecimiento vegetativo y es inducida por
nutrientes y una variedad de agentes no nutrientes. Los germinantes nutrientes se unen
a los receptores en la membrana interna de la espora y esta interaccion desencadena la
liberacion del enorme depd6sito de acido dipicolinico y cationes del nacleo de esporas
y el reemplazo de estos componentes por agua. Estos Gltimos eventos desencadenan la
hidrélisis de la corteza del peptidoglicano de las esporas por parte de dos enzimas

redundantes y la terminacion de la hidrolisis de la corteza y la posterior expansion de
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la pared germinal permite la hidratacion del nucleo de las esporas, la reanudacion del

metabolismo de las esporas y la sintesis macromolecular.(34)

Una serie de mecanismos son responsables de la resistencia de las esporas de
las especies de Bacillus.sp como el ser resistente al calor, a la radiacion, a la
desecacion, pH extremos y productos quimicos toxicos.(35) Ademas de los nutrientes,
las esporas son germinadas por otros agentes, incluyendo lisozima, sales, altas
presiones y tensoactivos cationicos como la dodecilamina. Aunque estos agentes "no
nutrientes" probablemente no sean fisioldgico, usan varios de los componentes del via
de germinacion de nutrientes. Ademas, es posible que liberado de una espora puede
estimular la germinacién de otras esporas vecinas. El dormido la espora también
monitorea su ambiente y cuando las condiciones son nuevamente favorables para el
crecimiento, la espora germina y pasa a través de una excrecencia, finalmente se
convierte de nuevo en una célula en crecimiento (36), la germinacion de esporas ha

atraido interés aplicado.

1.2.4. APLICACION BIOTECNOLOGICA

La biotecnologia ha abierto nuevas posibilidades para la introduccién de
microorganismos benéficos en el suelo con el fin de promover el crecimiento de las
plantas y llevar a cabo un control biolégico de patdgenos presentes en los suelos, por
lo tanto, el aislamiento y seleccién de microorganismos habitantes de manera natural
en el suelo que formen parte del mismo habitat de forma simbidtica que reiinan esas
caracteristicas y que presenten alta capacidad de sobrevivencia y de colonizacion
radicular y versatilidad metabolica, continua siendo de interés(37) para desarrollar
tecnologia para una mejor calidad obteniendo estos elementos en mayor cantidad.
Constituyen una alternativa eficiente y ecoldgica que contribuye al desarrollo de una
agricultura sostenible, ya que disminuye los efectos inherentes al uso excesivo de
plaguicidas y productos quimicos. Entre los agentes de control biolégico mas
estudiados se encuentran los microorganismos pertenecientes a los géneros
Paenibacillus, Brevibacillus, presentes en la familia de Bacillus.sp.
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Estas técnicas nuevas, nos permiten tener nuevas referencias para seguir
evolucionando, de este modo permiten el estudio de diferentes complicaciones como
la virulencia (severidad de la enfermedad) y la patogenicidad (la habilidad para causar
enfermedad), la identificacion vy tipificacion (andlisis de la similitud o diferencia
relativa a otras cepas) de cepas (bacterias descendientes de un mismo aislamiento
cultivado), la sintesis de diferentes elementos, la evolucién y dispersion de bacterias y
la expresion y regulacion de genes. Estos descubrimientos se estan realizando tanto
con variantes bacterianas naturales y como con mutantes obtenidos en el laboratorio.

Se espera que estos hallazgos permitan un mejor manejo de las enfermedades.

1.3. PROMOCION DE CRECIMIENTO VEGETAL (PGP)

El uso a largo plazo de los fertilizantes y pesticidas artificiales termina por provocar
efectos nocivos en los mismos cultivos. Dada la dificil degradacion de los compuestos
que los forman, pueden acarrear problemas de magnificacion a través de las cadenas

troficas hasta el punto de afectar la salud de animales y humanos.(38)

Los primeros mecanismos propuestos para la promocién bacteriana del crecimiento
vegetal han sido relacionados con el metabolismo de las hormonas vegetales y sus
efectos. Estarian relacionado con la capacidad de este microorganismo para producir

0 metabolizar compuestos del tipo fitohormonas

La produccion de fitohormonas por parte de las bacterias y su impacto en la
morfogénesis de la raiz, podrian explicar en gran parte los efectos positivos de las
bacterias diazotrdficas en el crecimiento vegetal. Al incrementarse el nimero de pelos
radicales y raices laterales, existe mayor absorcion de agua y nutrientes por la planta
(39) y un mayor intercambio con el ambiente de la rizésfera, lo que contribuye a

incrementos en el rendimiento del cultivo.

La promocion del crecimiento vegetal por parte de las especies del género Bacillus.sp
puede ocurrir de forma directa o indirecta. Un efecto directo sobre la promocion del
crecimiento vegetal se observa en bacterias rizosféricas que tienen la capacidad de
llevar a cabo la fijacién bioldgica del nitrégeno, la solubilizacién de minerales como
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el fosforo y la produccion de hormonas reguladoras del crecimiento vegetal. Por su
parte, la forma indirecta de promocion del crecimiento vegetal esta relacionada con la
produccion de sustancias que actlan como elementos que le confieran a ser
aprovechados para la planta en su desarrollo y algunos otros de efecto antagonistas de

patdgenos o induciendo resistencia en las plantas.(40)

1.3.1. MICROORGANISMOS Y SOLUBILIZACION DE FOSFATOS

Los suelos agricolas contienen grandes cantidades de fosfatos insolubles que solo
pueden convertirse en formas asimilables para las plantas mediante la accion
microbiana. Las bacterias solubilizadoras de fosfato mejoran la disponibilidad de este
nutriente en el suelo y desempefian un papel fundamental en la nutricién de las plantas.
Los géneros bacterianos con mayores potencialidades de uso son Pseudomonas
y Bacillus.sp. Sus principales mecanismos de accion incluyen la produccion de acidos
organicos, la quelacion de los elementos responsables de la insolubilidad de los
fosfatos presentes y asimilacion directa de fosfatos insolubles, lo que esta relacionado
con la fuente de P disponible. La elaboracion de inoculantes a partir de estas bacterias
permitiria reducir a largo plazo el uso de productos quimicos en la agricultura, asi

como desarrollar estrategias agronomicas que preserven el medio ambiente.

Uno de los principales motivos de la disponibilidad limitada se debe a la unién de los
aniones fosfato con otros elementos (Tabla 1), con los que forma complejos poco
solubles, como los Fosfatos de hierro (FeP0,) o aluminio (AlP0O,) en suelos acidos y

Fosfatos de calcio [Ca3(P0O,),] en suelos alcalinos.(41)

Los microorganismos han demostrado cumplir funciones que mantienen el equilibrio
del suelo y apoyan el crecimiento vegetal mediante diversos mecanismos, entre ellos
la solubilizacion de fosfatos, por el cual se logra liberar el ion fosfato accesible para la
planta. Este elemento se encuentra limitado en el suelo y es un nutriente vital después
del nitr6geno para el desarrollo de la planta. EI género Bacillus.sp se ha destacado
como un potencial solubilizador de fosfato y puede ser utilizado como biofertilizante
que va a permitir obtener un producto agricola de calidad y sin generar consecuencias
al ambiente.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA '
DE SANTA MARIA

Tabla 1. Formas de fosforo presentes en el suelo

Tipo de fosfato Denominacion Composicion Caracteristicas
R 3Ca,(PO,),
Hidroxiapatita Ca (OH); Muy abundante

Oxiapatita

3Ca,(P0,) Ca0

Menos abundante

Fluoroapatita

3Ca,(PO,) Cafe,

Muy abundante

Fosfatos de calcio

Carbonatoapatita 3Ca,(PO,) CaCo, Menos abundante

Fosfato tricalcico 3Ca,(PO)), Menor solubilidad

Fosfato dicalcico CaHPO, Mayor solubilidad

Fosfato monocalcico Ca(HPO,), Mayor solubilidad

Livianita Fe,(PO,),8H,0 Poco solubles
Fosfatos de hierro

Estrengita FePO,2H,0 Poco solubles
Fosfato de aluminio Variscita AIPO, 2H.0 Poco solubles

Fuente: Bobadilla et al, 2008 (12)

La conversion de fosfatos inorganicos disponibles para la planta y microorganismos
en formas organicas no disponibles se denomina inmovilizacion; el proceso contrario
es la mineralizacion, que se define como la conversion de formas orgéanicas a
ortofosfatos (H,PO, o H3P0O,), el fésforo organico puede ser mineralizado como
subproducto de la mineralizacion de la materia organica del suelo o mediante la accion
de enzimas especificas que son reguladas por la demanda de este nutriente.(42) Estas
fosfatasas son liberadas por los microorganismos extracelularmente, a partir de este
momento pueden ser tomadas por las plantas, inmovilizado en las células microbianas

0 puede formar complejos inorganicos insolubles

Uno de los principales mecanismos de la solubilizacion de fosfatos es a través de la
excrecion de acidos organicos al medio.(43) Esto ocurre debido a que se lleva a cabo
un intercambio catiénico que permite que el fosfato insoluble se convierta a formas
solubles, por lo que el mismo podria estar disponible para la planta. Dentro de los
acidos organicos excretados mas comunes se encuentran el &cido citrico, acido lactico,
acido succinico y el acido propidnico, siendo este ultimo uno de los principales
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compuestos utilizados por especies como Bacillus megaterium para llevar a cabo la
solubilizacion de fosfatos.(43)

1.3.2. PRODUCCION DE ACIDO INDOL ACETICO

La produccion bacteriana de Acido Indol Acético (AlA) fue estudiada no solo por su
efecto fisioldgico en las plantas, sino también por la funcién que pueda desempefiar
esta fitohormona en la interaccion planta-microorganismo,(44) demostrando que
varios procesos del crecimiento de las plantas estaban regulados por sustancias como
esta que se transportan de una parte de la planta a otra. En las ultimas décadas se han
ido identificando nuevas hormonas vegetales, que incluyen auxinas como el acido
indol-3-acético (AlA), &cido abscisico (ABA), brasinoesteroides (BRS), citoquininas,

giberelinas, etileno, acido jasmonico (AJ) y &cido salicilico (AS).(45)

Trataremos a las auxinas con mayor importancia debido que este compuesto se
caracteriza por su capacidad de inducir elongacion en células e intervenir en muchas
etapas de su desarrollo. La auxina natural de mayor distribucion es el acido 3-
indolacético (AlA), aun cuando el &cido 4-cloroindol-3-acético ha sido aislado de
plantas superiores. En general este grupo de hormonas afecta otras caracteristicas
fisiologicas, ademas de la elongacion, pero esta accion es considerada critica, aun en
la formacion o sintesis de otras de las hormonas importantes para las plantas,(46) como
también en el aumento de la extensibilidad de la pared celular, participacion en la
diferenciacion celular, estimulacion de foto y gravitropismos, estimulacion del
desarrollo del fruto luego de la fecundacion, regulacion de la abscision, participacion
en el fendmeno de dominancia apical, también reguladoras del balance osmético en
razén de regir la concentracién citoplasmatica de electrolitos, etc.(47) También se
vieron mejoras en el desarrollo de las plantulas en el periodo de adaptacion en un
ambiente natural y en invernadero notando resultados de mayor vigorosidad y

uniformidad en los cultivos.
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1.3.2.1. ACIDO INDOL ACETICO EN GERMINACION DE SEMILLAS

El papel de AIA en la germinacion de semillas ha sido controvertido ya que hay
informes contradictorios que sugieren que puede inhibir la germinacién o aumentar el
vigor de la semilla. Los efectos contradictorios informados pueden estar relacionados
con las concentraciones, Curiosamente, cuando se aplican dosis bajas exdgenamente,
mejora significativamente la germinacion de semillas, pero debemos entender que esto
no significa que requieren poco de esta hormona sino al contrario la planta lo requiere
en basicamente todo su ciclo de vida.(48) La propagacion de plantas por medio de
semillas es de gran importancia debido a que interviene en gran parte en el
mantenimiento de la diversidad de las especies, contrario a lo que ocurre con los
métodos de propagacion asexual o vegetativa, por lo que se ha mencionado la
necesidad de implementar mecanismos de propagacion eficientes para la conservacion
y mantenimiento de sus poblaciones en el campo. En cactaceas, algunos autores han
sugerido la necesidad de aplicar métodos quimicos para incrementar la respuesta
germinativa de las semillas; asi por ejemplo, la germinacion de semillas y el
crecimiento de plantulas pueden ser controlados por la aplicacién exdgena de
reguladores de crecimiento vegetal (RCV) en concentraciones fisiologicas que pueden
actuar como promotoras e inhibidoras de ambos procesos como la influencia de AlA.
Los RCV constituyen un grupo de compuestos organicos que influyen en diversos
procesos fisioldgicos, principalmente crecimiento, diferenciacion y desarrollo.(49)

1.3.3. SIDEROFOROS COMO PGP

Los sider6foros son moléculas de bajo peso molecular (500 - 1500 Da), los que se
puede obtener por fuentes como sintesis bacteriana, principalmente Gram negativas,
hongos y plantas monocotileddneas, que presentan grupos funcionales que coordinan
los iones (Fe3) con elevada afinidad y especificidad.(50) Cabe destacar que la mayor
parte de los sideroforos descubiertos hasta la fecha son sider6foros de bacterias

terrestres.(51)
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Quimicamente los sideroforos son compuestos quelantes de metales secretados por
microorganismos creciendo en condiciones de bajas concentraciones de hierro. Varios
factores ambientales pueden modular la sintesis de siderdforos, incluyendo el pH, los
niveles de hierro y sus formas quimicas, la presencia de otros elementos traza y una
adecuada fuente de carbono, nitrégeno y fosforo,(52) lo que los hace formar parte de
la cadena de requerimientos como la competencia por nutrientes, minerales, espacio,
la detoxificacion de factores de virulencia de los patdgenos, la induccion de resistencia
sistémica en la planta y la sintesis de metabolitos como los antibidticos, los sideréforos

son algunos de estos mecanismos importantes.(53)

La necesidad de la existencia de estos sideroforos intracelulares podria deberse a la
gruesa envoltura lipoproteina que presentan estas especies bacterianas en su pared.(54)
Asi mismo esta actividad puede ser considerada como un mecanismo directo al influir
en el desarrollo vegetal gracias a la solubilizacion del hierro no soluble presente en el
medio, convirtiéndolo a formas biol6gicamente disponibles para las plantas. Entre los
mecanismos directos se explico el papel nutritivo de los Sider6foros producidos por
las PGPR, sin embargo, también cumplen una funcién como factores de biocontrol.
Por el mismo mecanismo que emplean para captar los metales, los Sider6foros
comprometen el desarrollo de Fito patdgenos que pueden infectar la planta, ya que

estos también requieren de estos metales para su correcto crecimiento.(55)

1.4. ANTAGONISMO MICROBIANO

El antagonismo esta dado por la presencia y actividad de organismos que pueden
afectar o interferir a la densidad de la poblacién, dinamica y actividades metabolicas
de los patdgenos presentes. La rizosfera es el patio de infeccién donde los patdgenos
del suelo establecen una relacion parasitaria con la planta. Sin embargo, la rizésfera es
también un campo de batalla donde la compleja comunidad, tanto la micro flora como
la micro fauna, interactia con patdgenos transmitidos por el suelo e influye en el
resultado de la infeccion por patdgenos.(56)Los mecanismos de antagonismo estan
relacionados con el nimero de especies en contacto y la especificidad de las
interacciones, ya sea de forma directa o indirecta. Las PGPR protegen a las plantas
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contra los patdgenos por interacciones de antagonismo directo las cuales son producto
del contacto fisico y/o de un alto grado de selectividad del patégeno por los
mecanismos expresados como Agentes de Control Bioldgico o Biocontroladores
(ACB), como el hiperparasitismo y la predacion. Asimismo, por sintesis de
metabolitos secundarios antimicrobianos, enzimas liticas y por produccion de cido
cianhidrico que suprime el crecimiento de patégenos flungicos.(57) Entre tanto, el
antagonismo indirecto resulta de las actividades que no involucran contacto del
patogeno con el ACB, como la estimulacion de las vias de defensa de la planta por

ACB no patogenos induciendo resistencia.(58) (59)

1.5. ENZIMAS HIDROLITICAS

Los microorganismos producen compuestos tales como metabolitos
y enzimas extracelulares con gran potencial industrial y otros usos prometedores,
Muchas de estas enzimas pueden ser estables y activas en mas de una condicion
extrema, como elevada salinidad y temperatura, y/o amplio rango de pH. Actualmente,
diversos procesos industriales se llevan a cabo en estas condiciones exigentes como en

la hidrolisis del almiddn, celulosa, proteasas entre otros.(60)

La produccién de enzimas liticas por parte de las bacterias supone otro mecanismo de
biocontrol. Algunas de estas enzimas son quitinasas, celulasas, lipasas o proteasas que
tienen la capacidad de hidrolizar partes de la pared celular de muchos hongos Fito
patdgenos.(61) Cabe destacar, que de entre todos los antibioticos descubiertos hasta la
fecha, algunos de ellos presentan cierta eficacia en experimentos farmacéuticos, dando
lugar a una nueva fuente de farmacos con el fin de luchar contra las patégenos

multirresistentes.

Las bacterias poseen diferentes mecanismos de accion para la inhibicién del
crecimiento fungico in vitro; por un lado la produccion de metabolitos anti fungicos
difusibles al medio como antibidticos y sideréforos, metabolitos volatiles como la
induccidn de resistencia con la produccién de enzimas liticas de pared como proteasas,
amilasas, celulasas y quitinasas(62) que en los hongos producen la lisis de hifas.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

4 B
Figura 1. Microfotografias electronicas de barrido que muestran el efecto antagonista

de ETR17 sobre Rhizoctonia solani ; La lisis de las hifas fangicas esta indicada por
flechas.(63)

La funcidn que mas repercutira en el hongo hospedero de las enzimas producidas sera
degradar los componentes de la matriz extracelular y de ésta forma lesiona la estructura
de los tejidos de hifas del hospedero, (Figura 1) lo que facilitara la penetracion de otras
sustancias o bacterias, para dar paso al término de su virulencia, las enzimas
hidroliticas también proveen de fuentes de carbono y energia rompiendo los polimeros
del hospedero en azucares y aminoacidos de bajo peso molecular.(62) A pesar del
hecho de que las enzimas hidroliticas producidas por bacterias causan dafio a los
tejidos, dichas enzimas no son clasificadas como toxinas porque generalmente no
matan a las células del hospedero o no causan un dafio metabolico identificable pero

si les impide una mayor proliferacion o que la infeccion se expanda.(64)

1.5.1. ACTIVIDAD AMILOLITICA

La mayoria de los patogenos utilizan el almidén y otras reservas de polisacaridos, en
sus actividades metabolicas, la degradacion de carbohidratos como del almidén es
llevada a cabo por la accion de enzimas Ilamadas amilasas, las cuales al actuar
producen diversos productos como dextrinas, maltosa o glucosa siendo esta ultimas el
resultado completo de la hidrolisis, la cual finalmente es usada por los

microorganismos directamente.(65)
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La fuente bacteriana es la preferida industrialmente por su crecimiento rapido y medios
de cultivo poco exigentes. Asi, las bacterias productoras de amilasas mas descritas
pertenecen al género Bacillus.sp.(60) Las amilasas se dividen en dos categorias las
endoamilasas y las exoamilasas. Las endoamilasas como la a-amilasas y o-1,6
glucosidasa catalizan la hidrolisis al interior de la molécula en forma aleatoria,
directamente donde encuentre los enlaces a-1,4 glucosidicos y a-1,6 glucosidicos
(ramificacion), esta accion causa la formacion de oligosacaridos y dextrinas, las
exoamilasas como la B-amiasa y la amiloglucosidasa acttan a partir del extremo libre
no reductor catalizado la hidrolisis al exterior de la molécula cada dos o cada una
unidad de glucosa, produciendo maltosa y glucosa respectivamente.(66) De esta forma
la accion de cada una de las enzimas mencionadas anteriormente, logra una
degradacion completa del almidon, asi mismo su accion es inducible y su produccién

depende del tipo del almidén empleado, la de mayor distribucion es la a-amilasa.(67)

El almidon y la celulosa son las dos fuentes de carbono mas distribuidas en la
naturaleza. Estos polimeros estan compuestos de unidades de glucosa y se requieren
de diferentes sistemas enzimaticos para degradarlos.(68) Los grupos microbianos con
actividad amilolitica juegan un papel fundamental en nutrientes a nivel de suelo, pues
actian sobre el almidon gracias a la produccion de enzimas amilasas, liberando
glucosa que es un sustrato mas facilmente asimilable por el resto de las poblaciones

heterétrofas de microorganismos con el fin de estimulo en los suelos(68)

1.5.2. ACTIVIDAD CELULOLITICA

Las enzimas celuliticas que secretan los microorganismos tienen una importancia en
el ablandamiento y desintegracion de la pared celular y ademas permiten llegar a una
desintegracion de la pared celular lo que facilita de destruccion de la enfermedad.(69)
Ademas las enzimas celuloliticas participan de manera indirecta en la eliminacién de
la enfermedades, al liberar de las cadenas de celulosa, azucares solubles que sirven de
alimento restante en el suelo, en las enfermedades vasculares, al liberar en las
corrientes vasculares grades moléculas de celulosa que dificultan el movimiento

normal del agua a la planta. (70)
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En los microorganismos que producen celulasas, estas pueden estar formando
complejos unidos a la membrana celular Ilamados celulosomas, como en las bacterias

anaerobias (especialmente, Clostridium spp.) y algunos hongos.(71)

La celulosa se encuentra embebida en una matriz compuesta de un nimero de

moléculas (pectinas, proteinas, almidén y lipidos)

En las aplicaciones agronomicas de las celulasas es que degradan in vitro celulosa de
las paredes celulares de microrganimos como Oomicetos, ademas de en conjunto con
las quitinasas que catalizan la hidrolisis de quitina y de los -1,3 glucanos de las

paredes celulares de microorganismo Deuteromicetos.(72)

1.5.3. ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Las proteasas excretadas por los microorganismos producen aminoacidos Yy
oligopeptidos al hidrolizar los enlaces peptidicos. Los péptidos son hidrolizados por
las exopeptidasas y las endopeptidasas. Las exopeptidasas se dividen en dos grupos.
las que comienzan su accidn por el enlace peptidico adyacente al grupo amino terminal

y las que lo hacen por el cercano al carboxilo terminal.(73)

Las proteinas son consideradas de gran importancia porque constituyen las membranas
celulares de componentes estructurales en las paredes celulares, la degradacion de
estas por las enzimas proteoliticas o también llamadas proteasas secretadas pueden ser
de gran ayuda porque afectan profundamente la organizacion y funcién de un gran
numero de células de los patdgenos. (74)

1.5.4. ACTIVIDAD QUITINOLITICAS

La quitina es el polimero mas abundante en la naturaleza, después de la celulosa, esta
formada por aminoazlcares unidos entre si por enlaces glicosidicos R-(1—4), que
forman una cadena lineal.(75) Las quitinasas se les conoce como una herramienta
natural con actividad biol6gica enzimatica que degrada la quitina por lo que se dice
propiedades anti fungicas. Gracias a estos hechos , la sintesis e hidrolisis de la quitina
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permite el crecimiento y desarrollo de algunas especies capaces de utilizar la quitina
como fuente de carbono.(76) Adicionalmente la aplicacidn positiva de la produccion
de quitinasas es poder elaborar un producto que controle organismos clasificados como
plaga que afecta alimentos producidos de manera agricola, en el area de la
biotecnologia , para el biocontrol tanto de hongos como insectos, se puede generar
insecticidas con quitinasas para elevar el efecto teniendo un agente mucho mas potente

aplicado en menos concentracion y mayor efectividad.(77)

1.6. BIOLOGIA DE Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani es un basidiomiceto que se reproduce asexualmente y se encuentra
en suelo en forma de micelio y/o esclerocios debido a la ausencia de conidios y la

escasez de esporas sexuales.(78)

Rhizoctonia solani hongo causante de la enfermedad conocida como podredumbre
puede causar pérdidas severas en los rendimientos hasta en la totalidad de la cosecha
ya que puede atacar en las primeras semanas de enraizamiento; A presencia del hongo
Rhizoctonia solani en diferentes cultivos se torna un factor limitante importante para
la produccion, en las plantas afectadas presentan defectos como en su tamafio siendo
estas mas pequefias y marchitas.(79) La raiz principal se deforma. En casos muy
severos, cerca de las plantas muertas se forman pequefas estructuras redondas, negras,
parecidas a granos de arena. Por lo que se requiere tomar medidas para las condiciones
del hongo que sobrevive en restos de cosechas anteriores, por lo que el dafio aumenta

cuando se cultiva frijol u otros productos en el mismo sitio por varios afios.

Puede permanecer en el suelo como saprofito por largos periodos de tiempo y se
dispersa via esclerocios ya sea por el agua, viento o durante practicas agricolas. Se
caracteriza por ser un parasito no obligado, patdégeno del suelo, causando damping-off
en numerosas especies de plantas como consecuencia del estrangulamiento y la

necrosis del tallo a nivel del cuello, reduciendo significativamente su vigor.
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1.6.1. DISEMINACION DE Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani produce esporas sexuales aéreas que son expulsadas al aire y
esparcidas por el viento. Los patdgenos pueden moverse por encima del suelo con agua
de riego o escorrentia de Iluvia, que puede transportar particulas de tierra a los campos
adyacentes.(80)

De hecho, son los propios vegetales quienes constituyen el origen de la contaminacion
mas importante. Este patdgeno esta presente sobre un gran nimero de plantas huésped,
puede ser ciclamen cultivado en invernadero u otras plantas cultivadas al exterior de
los invernaderos.

En consecuencia, todo suelo no descontaminado es considerado como potencialmente
infeccioso.(81) Los esclerdtidos pueden vivir numerosos afios en estado saprofito
sobre restos vegetales. Germinan sobre la accion de secreciones radicular es emitidas
por la planta cuando las condiciones climéticas son favorables.

Dotado de una fuerte aptitud saprofita, el micelio se desarrolla rapidamente en el suelo
hasta que la planta es infectada. Las condiciones favorables son: pH del substrato
superior a 5,8 y a temperatura del substrato del orden de 15 a 35°C, con sustrato seco

0 himedo.

1.6.2. INFECCION

El hongo es atraido a la planta por estimulantes quimicos liberados por las células de
plantas que crecen activamente y / o residuos de plantas en descomposicion. A medida
que el proceso de atraccion continla, la hifa de hongos entrara en contacto con la
planta y se unira a su superficie externa.(82) Después del apego, el hongo continta
creciendo en la superficie externa de la planta y causara enfermedad al producir una
estructura de infeccion especializada (ya sea un appresorium o cojin de infeccién) que
penetra en la célula vegetal y libera nutrientes para el crecimiento y desarrollo de
hongos continuos.(15) El proceso de infeccion se promueve mediante la produccion
de muchas enzimas extracelulares diferentes que degradan diversos componentes de
las paredes celulares de las plantas (por ejemplo, celulosa, cutina y pectina). A medida
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que el hongo mata las células vegetales, las hifas contindan creciendo y colonizando
el tejido muerto, formando con frecuencia esclerocios.(81) El in6culo nuevo se
produce sobre o en el tejido huésped Yy se repite un nuevo ciclo cuando nuevos

sustratos estan disponibles.

1.6.3. SINTOMAS

Rhizoctonia solani ataca principalmente las partes subterraneas de las plantas como,
semillas, hipocétilo y las raices, pero también es capaz de infectar partes de la planta
por encima del suelo (por ejemplo vainas, frutas, hojas y tallos).(83) El sintoma mas
comun de la enfermedad de Rhizoctonia solani se conoce como "amortiguacion™ que
se caracteriza por la no germinacion de semillas gravemente infectadas, mientras que
las plantulas infectadas pueden ser sacrificadas antes o después de que salgan del
suelo.(15) Las plantulas infectadas no muertas por el hongo a menudo tienen cancer,
que son lesiones rojizas marrones en tallos y raices. Ademas de atacar partes de la
planta bajo tierra, el hongo infectara de vez en cuando la fruta y el tejido de la hoja
localizados cerca o en la superficie del suelo. Este tipo de enfermedad ocurre a menudo
porgue el micelio y/o esclerocios del hongo estan cerca o salpicado en el tejido de la
planta.(84)

1.7. CULTIVO TIPO BATCH

La forma de trabajo de un biorreactor o fermentador (Figura 2) como cominmente se
le llama esencialmente se divide en dos: la primera es mediante la alimentacion
continua del sustrato a fermentar en éste; la segunda forma es por lotes o tipo batch, es
decir, solo se deposita una cierta cantidad de materia para ser fermentada. Es el tipo de
fermentacion mas habitual. Al inicio del proceso, el biorreactor se esteriliza junto con
el medio y procedentemente se inocula con el nimero adecuado de microorganismos
es decir el inoculo a partir de aqui se da inicio al proceso en las condiciones 6ptimas
requeridas.(85) En el desarrollo del proceso no se le afiade ningun nutriente o
componente al medio, con excepcion de oxigeno si es requerido.(86) Llega un
momento, por lo tanto, en que los nutrientes son limitantes para el crecimiento, por lo
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que se dan las fases tipicas del crecimiento microbiano. Se interrumpe el proceso y se
recupera el producto (antes de la fase de muerte), se vacia el reactor, para proseguir

COon un proceso nuevo.

Figura 2. Tanque fermentado tipo batch

1.8. TEMPERATURAS DE CONSERVACION

La conversion de un material liquido mediante metodologias como congelado y
liofilizacion y ha venido en auge durante los dltimos afios, sin embargo aunque
aumentan la estabilidad del producto y mejora la manipulacion, puede conducir a
pérdidas desde el punto de vista nutracéutico,(87) son dos los fundamentales motivos
es mantener el estado y calidad de los componentes y evitar la contaminacién por algun

otro microorganismo oportunista.
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El método de conservacion que se elija debe garantizar la supervivencia de al menos
el 70 % de las células por un periodo considerable de tiempo, de forma tal que la
poblacion sobreviviente se asemeje a la original como sea posible, conserve las
propiedades de importancia de los cultivos y minimice la ocurrencia de los eventos
genéticos.(88) De igual manera debe reducir al minimo el riesgo de contaminacion y

permitir que la pureza del cultivo permanezca inalterable.

La aplicacion del frio es uno de los métodos mas extendidos para la conservacion de
las caracteristicas iniciales, (87) brindando seguridad y reducen los riesgos de pérdida
durante el almacenamiento, el frio va a inhibir los agentes alterantes de una forma total
0 parcial.

Las ventajas son numerosas, por un lado permiten conservar los componentes a largo
plazo, A pesar de las bajas temperaturas en las que se encuentran congelados existen
enzimas todavia activas, ya que a las temperaturas normales de congelacion (-18°C)
no todo el agua esta congelada, existe muchas mas sustancias como los metabolitos
que aun se mantienen preservadas debido a que todavia contienen agua en estado
liquido.(89) (90)

Actualmente se valoran métodos alternativos que sean eficientes para disminuir los
costos de la conservacion por largo plazo. Ademas se hace referencia a la formulacion
y estabilidad en almacenaje de los bioplaguicidas fangicos, como un punto importante

para obtener el producto final.(91)

1.9. CONSERVACION POR LIOFILIZADO

La liofilizacion es un proceso de conservacién mediante el estado de sublimacién con
el fin de reducir las pérdidas de los componentes, conservando todo producto biolégico
conocido, debido a que no hace uso de productos quimicos lo que permite ser adecuado
para preservar células, enzimas, levaduras, sueros y derivados, entre otros.

El objetivo de la liofilizacion es obtener un producto seco, que cuando se le vuelve a
afiadir agua o disolvente, presente las mismas caracteristicas que el producto original
(forma, color, aroma, sabor y textura). La liofilizacion reduce las pérdidas de calidad
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debidas al deterioro de la muestra por reacciones quimicas y/o por degradacion
enzimatica.

finalmente en este proceso de secado los productos obtenidos no se ven alterados en
sus propiedades y se rehidratan facilmente, lo méas adecuado para no perder su

concentracion es que sea con su volumen inicial .(92) (89)

El proceso de liofilizacion puede describirse en fases:(93)

Primero el producto es pre congelado o inicial para asegurar una estructura inicial
solidamente congelada. Se debe congelar rapidamente el producto a una temperatura
por debajo de su punto eutéctico, que es (la temperatura mas baja a
la que puede fundir una mezcla de sélidos con una composicion dada).

En lineas generales se puede decir que una congelacién adecuada es la base de que el
producto liofilizado presente ptimas condiciones de aspectos, conservacion de sus
propiedades originales y rapida rehidratacion.

Después se procede con el secado primario o sublimacién durante el cual 90 a 95%
del agua es retirada es la etapa en la que la mayor parte del agua libre pasa a vapor.
Los parametros temperatura, presion y tiempo pueden ser modificados
independientemente pero estan intimamente relacionados, no es posible modificar, sin
que se afecten los otros, por lo que en todo momento deben ser considerados
conjuntamente y analizados sus efectos.

Y finalmente el producto es sometido a secado secundario o desorcion, para retirar el
agua restante Su mision es eliminar las Gltimas trazas de vapor de agua, evaporando el
agua no congelada ligada al producto. Se lleva a cabo a una temperatura inferior a la
de desnaturalizacion del producto y se logra una humedad final hasta valores inferiores
al 1 %.

El proceso se lleva a cabo a vacio, es preciso eliminar el aire y otros vapores no
condensables de la camara a fin de facilitar la migracién del vapor. Con respecto al
Calentamiento, habitualmente se trabaja a temperatura ambiente, pero si es necesario,
se puede calentar la muestra congelada con mucho cuidado para acelerar el proceso de
secado. Esta fase no es conveniente si los productos pueden variar sus propiedades por

encima de la temperatura ambiente. Finalmente la etapa de condensacién (o
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sublimacidn inversa) se da la Fijacion de las moléculas de agua en forma de hielo sobre

la superficie del condensador del liofilizador.(94)

1.10. CULTIVOS CON IMPORTANCIA

1.10.1. Phaseolus vulgaris (FRI1JOL)

El frijol esta dentro del grupo de las especies leguminosas, tenemos como frijol comun
como una de las més importantes. Es una planta anual, herbacea intensamente
cultivada desde la zona tropical hasta las templadas. Es originario de Américay se le
conoce con diferentes nombres: poroto, haricot, caraota, judia, aluvia, habichuela y
otros.(95)

Se utiliza cada vez mas como materia prima en el desarrollo de nuevos productos para
diversificar su uso y proporcionar a los consumidores alimentos con alto valor
nutracéutico y nutricional. (96) También conocido como Fréjol Peruano, se produce
en toda la costa y valles interandinos del Peru. Por su excelente textura y sabor es el
preferido por la mayoria de exigentes Chefs latinos, su origen esta en la Region norte
y sur del Per(, en nuestro pais la época de cosecha esta entre junio y julio. (95)

La planta de frijol necesita entre 300 a 400 mm de lluvia. La falta de agua durante las
etapas de floracion, formacion y llenado de vainas afecta seriamente el rendimiento.
El exceso de humedad afecta el desarrollo de la planta y favorece el ataque de gran
numero de enfermedades.(97) Se recomienda que los suelos para el cultivo de frijol
sean profundos, fértiles, preferiblemente de origen volcanico con no menos de 1,5%
de materia orgénica en la capa arable y de textura liviana con no més de 40% de arcilla
como los de textura franco, franco limosos y franco arcilloso ya que el buen drenaje y

la aereacion son fundamentales para un buen rendimiento de este cultivo.(98)
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1.10.2. Brassica oleracea (BROCOLI)

El nombre comun es brécoli es de la familia Brassicaceae (Cruciferae). Es una planta
herbacea es originario del mediterraneo oriental que llega a desarrollar una
inflorescencia se distingue por su color verde intenso de uso comestible cuando ain
no se encuentra completamente desarrollada, posee un tallo compacto del cual
emergen grandes hojas de color verde oscuro y de superficie cerosa, la planta puede
alcanzar una altura de 70 — 90 cm. antes de ser cosechada, si esto no sucede se
producird la floracion y la calidad comestible se perdera dando lugar a la formacion de
cientos de pequerias flores de color amarillo.(99)

Las mejores condiciones ambientales para su crecimiento se desarrollan en climas
templado-frios (donde las temperaturas minimas son de 18°C y las maximas de 24°C).
Requiere de abundante cantidad agua durante todo su cultivo, en especial durante el
desarrollo de la inflorescencia, debido a que carencia de este elemento puede ocasionar
su floracion prematura.(100)

Una condicion importante para el desarrollo de la inflorescencia es la buena
iluminacién de la planta durante todo su crecimiento, pues una carencia originada por
competencia con otras plantas (ubicadas a poca distancia) puede inhibir la formacion
de la inflorescencia.

1.10.3. Lycopersicon esculentum (TOMATE)

El tomate o jitomate es una planta perenne de porte arbustivo que se cultiva como

anual, de la familia Solanaceae.(101)

De acuerdo con esta investigacion, financiada por el Departamento australiano de
Salud y publicada en la revista «Maturitas», el licopeno, la sustancia que le da el color
rojo brillante al tomate, tiene propiedades antioxidantes que son vitales para una buena
salud.(102)

El tomate es una especie de estacion célida razonablemente tolerante al calor y a la
sequia y sensible a las heladas. La semilla precisa 20° para germinar y tarda 4 o 5 dias,
cuando tenga unas 4 hojas y el grosor de una cerilla, la podemos trasplantar.
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Aunque se produce en una amplia gama de condiciones de clima y suelo, prospera
mejor en climas secos con temperaturas moderadas. La humedad relativa 6ptima para
el desarrollo del tomate varia entre un 60% y un 80%. Humedades relativas muy
elevadas favorecen el desarrollo de enfermedades aéreas y el agrietamiento del fruto y
dificultan la fecundacion, debido a que el polen se compacta, abortando parte de las
flores.(103) El rajado del fruto igualmente puede también tener su origen en un exceso
de humedad en el suelo o riego abundante a continuacion de un periodo de estrés
hidrico. Por otro lado, la humedad relativa demasiado baja dificulta la fijacion del
polen al estigma de la flor. La planta de tomate necesita un periodo entre 3 y 4 meses
entre su establecimiento y la cosecha del primer fruto. La temperatura media mensual
Optima para su desarrollo varia entre 21 y 24°C, aunque se puede producir entre los 18
y 25°C. Cuando la temperatura media mensual sobrepasa los 27°C, las plantas de
tomate no prosperan.(104) También este cultivo tiene incidencia de hongo como la
Podredumbre gris: Este hongo se manifiesta en la planta de tomate con un micelio
blanquecino observable a simple vista. La temperatura de germinacion del hongo
fluctia entre 10°C y 30°C, siendo Optimas temperaturas inferiores a 25°C, sobre
hojas, tallos y flores se producen manchas pardas (polvo grisaceo) que es el micelio
gris del hongo.(105) (106)

1.10.4. Lactuca sativa (LECHUGA)

Es un cultivo que se conoce desde hace mucho tiempo, siendo uno de las plantas de
cultivo mas antiguas, se la conoce como (Lactuca sativa), Es una hortaliza tipica de
ensaladas, considerada como una planta con propiedades tranquilizantes. La lechuga
son plantas anuales o bienales. Tiene un alto contenido en vitaminas, lo que la hace

que forme parte de muchas dietas.

En general, es un cultivo muy exigente en agua, sobre todo en los periodos de
formacion del cogollo. Existen variedades para todos los climas; las lechugas
acogolladas se adaptan sobre todo a los climas templados y humedos.(107)

La semilla de la lechuga presenta un periodo de latencia que puede durar hasta dos

meses tras la recoleccion, aunque puede ser roto por diversos factores. La temperatura
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optima de germinacién es de 15-20°C vy a partir de 25°C se pueden dar fendbmenos de
latencia por altas temperaturas.(108) Anteriormente se dej6 sefialado que la lechuga es
muy sensible a la sequia, por lo que es de gran importancia proporcionarle agua en
cantidad suficiente, tanto mas frecuentemente como mayor sea la rapacidad de drenaje,
es conveniente mantener un buen estado de humedad durante los dias de la
germinacion.(109)

En el cultivo de lechuga se produce micelio velloso que es causado por el hongos como
Botrytis.sp, Aerobasidium pullulans para el control de Alternaria.sp y Trichoderma.sp
para el control de Fusarium.sp, Rhizoctonia.sp y Pythium.sp patégenos produce la
mayoria de las lesiones sobre el follaje mas viejo, aunque puede infectar cualquier
parte de la planta. Las manchas comienzan en forma de areas amarillentas o verde
claro sobre la superficie superior de la hoja; en la cara inferior corresponde a estas
manchas un crecimiento de aspecto velloso blanquecino, raras veces el hongo es
llevado en la semilla. Este puede vivir varios meses en residuos de cosecha. La
diseminacion local se produce mediante los esporangios transportados por el
viento.(110)

1.10.5. Raphanus sativus (RABANITO)

El rabanito pertenece a la familia Cruciferae y su nombre cientifico es el Raphanus
sativus, es un tipo de hortaliza que forma parte de la familia de las cruciferas junto a
las coles y los berros. Se conocen seis especies de rabanos, pero sélo se cultiva
el Raphanus sativus.(111)

El producto comestible de esta especie es su raiz engrosada de color rojizo, rosa,
blanco o combinado, que se consume fresca en ensaladas la que generalmente alcanza
su tamafio a cosecha aproximadamente 20 o 30 dias después de haber sido
sembrado.(112)

Son poco exigentes al tipo de clima y pueden sembrarse durante todas las épocas del

afio. Pueden cultivarse en clima frio como en calido, la temperatura favorable para el
crecimiento y desarrollo del rdbano se encuentra entre los 15 y 18°C con minimas de
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4 y méximas de 2 1 °C, Se adapta a cualquier tipo de suelo, aunque prefiere los suelos
profundos, sueltos, de preferencia arenoso, neutros con un buen drenaje, pero que
contenga un alto contenido de materia organica y capaz de retener abundante humedad

necesaria para el rapido desarrollo del cultivo.(113)

Hay una temperatura minima (frio) y otra temperatura méaxima (calor), dentro de las
cuales germina una semilla determinada en condiciones ideales. En el intermedio esta
la temperatura Optima, o sea aquella temperatura en que una semilla germina mejor y

mas rapidamente.

Tabla 2. Tiempo de germinacion y temperaturas maximas, minima y dptima para
semillas de frijol, brécoli, Tomate, Lechuga, rabanito.(114) (115)

Planta Dias de Temperatura Temperatura Temperatur
germinacion(aprox)  minima(°C) maxima(°C) a optima(°C)
Frijol 7 10 32 23
Brocoli 6 18 24 23
Tomate 8-10 12 28 23
Lechuga 7 10 26 19
Rabanito 5 10 25 23

La germinacion es el reinicio del crecimiento del embridn, paralizado durante las fases
finales de la maduracion. Los procesos fisioldgicos de crecimiento exigen actividades
metabdlicas aceleradas y la fase inicial de la germinacion consiste primariamente en
la activacion de los procesos por aumentos en la humedad y temperatura optimas de

la semilla (Tabla 2).

Las condiciones adecuadas a la que debe ser expuesta la semilla desencadenan una
secuencia de cambios metabolicos que incluye la respiracion, sintesis proteica y
movilizacion de reservas. A su vez, la division y el alargamiento celular en el embrién
provocan la rotura de las cubiertas seminales, que generalmente se produce por la
emergencia de la radicula. Sin embargo, las semillas de muchas especies son
incapaces de germinar, aun cuando presentan condiciones favorables para ello, lo cual
se debe a que las semillas se encuentran en estado de latencia. Por ello, mientras no se
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den las condiciones adecuadas para la germinacion, la semilla se encontrara en estado
latente durante un tiempo variable, dependiendo de la especie, hasta que en un

momento dado pierda su capacidad de germinar.(116)

Por tal motivo, son de gran interés cientifico-técnico los trabajos encaminados a
estimular y prolongar la germinacion y posterior conservacion de las semillas, para
poder elevar la productividad de los cultivos de forma sostenible y enfrentar los

cambios en el entorno de manera mas apropiada.
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CAPITULO II

2. MATERIALESY METODOS

2.1.MATERIALES
2.1.1. Muestras y/o unidades bioldgicas

= Semillas de cultivo de frijol

=  Semillas de trigo

= Semillas de hortalizas (lechuga, tomate, brocoli, rabanito)
= Cepa de Bacillus.sp

= Cepa de Rhizoctonia solani

= Cepa de Rhizobium (E-10)

2.1.2. Material de laboratorio

» Placas de vidrio

= Placas de plastico

= Micro pipetas

= Tips

* Pinzas

» Tubos falcén

= Tubos eppendorf

= Matraces de 50 mL, 100 mL , 250 mL, 500 mL,1L,2L,3L
= Beakers de 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL, 1 L
= Bandejas

= Jeringas

= Papel estéril

= Filtros Millipore estériles 0.22 y 0.28

e Mecheros

2.1.3. Insumos y reactivos quimicos

= Caldo de Soya Triptona (TSB),0XOID (Anexo 1)

= Caldo Extracto de Levadura Manitol (LMC) (Anexol)
= Agar Extracto de Levadura Manitol (LMA)(Anexol)
= Agar Papa Dextrosa (PDA),0XOID (Anexol)

= Agar de Soya Triptona (TSA),0XQOID
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= Agar agua MERCK (Anexol)

= Manitol pure (CDH)

= Hipoclorito de sodio 3% (Anexo 1)
= Alcohol 70% y 90% (Anexo 1)

= Acido clorhidrico puro

= Solucion salina 0.85%

* Yoduro sublimado

= Rojo Congo

2.1.4. Equipos e instrumentacion

= Biorreactor (Applikon)

= Céamara de flujo laminar ( biological safety cabinet)
= Céamara climatica (labgard class)

» Incubadora (friocell MMM group)

= Estufa (labgard class)

= Espectrofotometro(Genesys 10S UV vis)
= Centrifuga refrigerada

= Autoclave

= Céamara de 6°C

= Céamara de 28°C

= Horno esterilizador

= Microscopio 6ptico

= Orbital shaker incubador (MRC)

» Equipo bafio maria

» Refrigerador faeda de semillas (14°C)

= Bomba de presion al vacio

= Cubil integrado con Sistema UV

2.1.5. Otros

» Tinglado

» Macetas %2 Kg
= Sustratos

» Tierra agricola
= Turba

= Arena
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2.1.6. Lugar de ejecucion

La evaluacidon del efecto biotecnoldgico del extracto bacteriano producido
por el microorganismo Bacillus.sp se realizo en el Laboratorio de Ecologia
Microbiana y Biotecnologia “Marino Tabusso". Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM),
Av. La Molina s/n, Lima, Peru

2.2. METODOLOGIA

2.2.1. Presencia de metabolitos con actividad promotora del crecimiento
vegetal a nivel in vitro y en semillas de interés comercial.

2.2.1.1. Produccion de metabolitos del cultivo de Bacillus.sp en
fermentacion batch

2.2.1.1.1. Cultivo de Bacillus.sp a nivel de Biorreactor

La cepa utilizada en el presente trabajo corresponde al genero Bacillus.sp (Figura 3)
la cual fue aislada a partir de suelos de la rizésfera de cultivos de frijol al norte del
pais.

La cepa de Bacillus.sp se inoculo en caldo de cultivo TSB (Anexo 1) para la
produccion de biomasa, en un volumen de 300 mL, el cual se dejo a incubacion en el
agitador orbital a 28°C por un periodo de 24 horas, finalizado el tiempo, el siguiente
paso para obtener el cultivo microbiano, se inoculo al sistema de un biorreactor
automatizado de capacidad de volumen de trabajo de 3 L (Figura 4), el volumen del
inoculo corresponde al 10% del volumen total del fermentador el cual contiene un
medio minimo mineral, con condiciones adecuadas en los parametros de pH 7,

temperatura 28 °C y agitacion 300 rpm.
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Figura 3. Presentacion del microorganismo, A) Cepa de Bacillus.sp utilizada, en vista

macroscopica B) Cepa de Bacillus.sp en vista microscépica.

En la Figura 3 “A” se observa las caracteristicas macroscopicas de la cepa de
Bacillus.sp, notando colonias con un aspecto liso, color blanco crema, mucoide y
bordes ondulados, formando agrupaciones extendidas sobre el medio. En la Figura 3
“B” se observa caracteristicas microscopicas a través de la tincion Gram, se observa

bacilos Gram positivos, de extremos redondeados, sin deformaciones en los bordes.

Figura 4. Equipo Fermentador de laboratorio Automatizado (APPLIKON) con
capacidad de 3 litros utilizado para la fermentacion de la cepa.
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2.2.1.1.2. Preparacion de inoculo

Seguido del proceso de cultivo de Bacillus.sp a nivel de Biorreactor, se tomaron
diferentes alicuotas de 2 mL en tubos eppendorf de forma periddica con relacion al
tiempo a partir del momento cero en que se realiza la inoculacion y consecutivamente
en horas establecidas a las 5, 10, 24, 32, 48, 56 y 72 horas, por cada una de las
muestras tomadas se realiz6 por triplicado, cada una de las muestras fueron procesadas
por centrifugacion a 5000 rpm por 5 minutos, del resultado se descarta el precipitado
obtenido, separando el sobrenadante, el cual es filtrado con filtros estériles Millipore
de 0.22 pm.

2.2.1.2. Prueba de presencia de Acido indol acético (AIA)

2.2.1.2.1. Curva patron para Acido indol acético

La curva patréon se elabor6 con dos componentes que denotarian la reaccion buscada,
el primero con la solucion del reactivo Salkowsky compuesto por FeCl;, H,S0, Yy
agua destilada (Anexo 2), el segundo son las diferentes concentraciones de acido indol
acético, patrones que comprenden concentraciones de 0, 0.25, 0.5, 2, 5, 10, 15, 20, 30,
40, 50 ug/mL, cada una de las concentraciones se genera por triplicado, para obtener
el rango de valores promedio de AIA. (117) Para la reaccion frente a la solucion del

reactivo Salkowsky cada preparacion se ve sefiala en la Tabla 3.
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Tabla 3. Valores para la preparacion de las concentraciones patron de Acido indol

acético.

Concentracion [ug/mL] | Acido indol acético [ug] | Aguadestilada [uL]

0 0 1000

0.25 25 997.5
0.5 5 995
2 20 980
5 50 950
10 100 900
15 150 850
20 200 800
30 300 700
40 400 600
50 500 500

Una vez preparados los patrones teniendo un volumen final de 1 mL se adiciona 1mL
del reactivo Salkowsky utilizando en proporcion 1:1, se agito la solucion y se dejé a
temperatura ambiente durante 30 minutos, finalizado el reposo se hace lectura al
espectrofotdmetro (Génesis 10S UV vis) (Figura 5) a 530 nm, utilizando como blanco
el mismo volumen agua destilada sin adicion de AIA. Con los resultados de
absorbancia de cada patron se construyé la gréafica de absorbancia vs. concentracion,
calculando la ecuacion de la recta y valor de r2, se calculé el promedié de las
repeticiones para obtener la regresién lineal mediante la ecuacion de la recta y el
coeficiente de correlacion lineal que debe ser mayor a 0.9 por lo que se considera asi

una correlacion ideal entre los datos.
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2.2.1.2.2. Determinacion de concentracion de produccion de AIA

Se realizo la determinacién de la produccion de acido indol acético, a partir del
muestreo realizado durante el proceso de fermentacion de la cepa en el tiempo descrito
por el paso anterior de preparacion de inoculo, con el uso del reactivo de Salkowsky
con formulacion de H,S0, 7.9M y FeCl; 40 mM. Se toma 1 mL del inoculo y se
agrega para la reaccion 1 mL del reactivo Salkowsky, el proceso se realiza por
duplicado, se deja en reposo a temperatura ambiente por 30 minutos para luego leer
en el espectrofotometro a 530 nm determinando el valor de absorbancia con su valor
promedio. Una vez obtenidos estos valores, se sustituyen en la ecuacion de la recta
obtenida a partir de la curva patron de AIA, forma mediante la cual se determina la
concentracion de AIA (ng/mL) producida en la fermentacion de la cepa de Bacillus.sp
por un periodo de 72 horas. Se utilizé como control positivo la cepa E-10 inoculada en
medio de LMC (Anexo 1).

Figura 5. Espectrofotometro utilizado para la cuantificacion colorimétrica
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2.2.1.3.Prueba de Solubilizacion de Fosfatos

Se tom¢é 100 pL de cada muestra mencionada en el paso de preparacion de inoculo
del proceso de fermentacion de la cepa de Bacillus.sp, y se sembraron en medio
NBRIP (National Botanical Research Institute Phosphate) modificado con Fosfato
tricalcico (3Ca3(P0,),) (Anexo 2). Se utiliz6 de control positivo la cepa de
Pseudomona TvPs 01.3, las placas se incuban a 28°C por 24 a 72 horas. La aparicion
de halos claros alrededor en el medio NBRIP es usado como indicadores presuntivos
de solubilizacion de fosfatos(118). Se realiza la evaluacion diaria por 4 dias la
presencia de los halos trasparentes asi como su tamafo de formacion. Se reportara la
eficiencia de la solubilizacion (SE) de acuerdo a la técnica utilizada por Nguyen et
al.(119):

SE =(PS/p ) x 100

Donde:

SE: Eficiencia de solubilizacion.
DS: Didmetro de solubilizacion
DC: Diametro del pozo.

2.2.1.4.Prueba de presencia de Siderdforos

La produccién de sideréforos se determiné cualitativamente utilizando el medio CAS
(Anexo 1). En este medio el hierro se encuentra formando un complejo estable con el
Chrome Azurol S (CAS) y el HDTMA (Bromuro Hexadeciltrimetil Amonio)(120),
siendo este complejo el responsable del color azul del medio. Cuando un quelador
fuerte, en este caso los sider6foros, capturan el hierro del complejo este pierde su color
azul y se torna naranja. Este cambio de color es usado como variable de respuesta en
los microorganismos productores de sider6foros (121) y Para este procedimiento, se
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utiliza de cada uno de los tiempos muestreados del fermentado de Bacillus.sp ya
procesados bajo el procedimiento anterior de preparacion de inoculo, se tom6 100 pL
para adicionar a los pozos de agar CAS luego deben ser incubados a 28°C por 4 dias
con revision periodica. En el ensayo los halos naranja que probablemente se formen

alrededor del pozo se miden en mm. (122)

2.2.1.5. Germinacion de semillas a nivel in vitro

2.2.1.5.1. Preparacion de los productos metabdlicos obtenidos a partir del

cultivo de Bacillus.sp a nivel de biorreactor

Los productos metabdlicos fueron obtenidos a partir de la inoculacion de la cepa
bacteriana Bacillus.sp a un cultivo en sistema batch en biorreactor, descrito en el
punto 2.2.1.1.1 con un medio minimo mineral formulado con anterioridad adecuado
para la produccion de metabolitos. Una vez finalizado el proceso de fermentacion, la
cosecha gue se obtiene se utiliza de manera fraccionada, es decir, los tratamientos a
los que se inocula en las semillas para evaluar sus efectos, sera el fermentado total
siendo el primer tratamiento (1) (Fer), la otra parte sera llevada a centrifugacion a 8000
rpm durante 20 minutos en tubos falcon de 50 mL. Aqui se muestra dos fases a separar,
la biomasa que también sera usada como uno de los tratamientos (I11) (Bm), y el
sobrenadante de igual manera como tratamiento al colectarlo como metabolito en
crudo libre de células (I11) (Met), el cuarto tratamiento como control positivo sera la
cepa de Rhizobium Etli E-10 (IV) en medio liquido LMC y como control negativo
solo se utilizara agua destilada (V) (C~). Obteniendo finalmente fermentado (Fer),
Biomasa (Bm), metabolitos (Met), control positivo Rhizobium Etli (E-10), Control

negativo agua destilada (C~) (Figura 6).
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2.2.1.5.2. Desinfestacion de semillas

Las semillas (frijol, lechuga, tomate, rabanito y brocoli) previamente seleccionadas de
acuerdo a su tamario, forma, color, textura y libres de dafios posibles producidos por
insectos, seran desinfestadas en alcohol al 70 % durante 1 minuto; posteriormente,
seran embebidas en lejia al 3 % durante 1 minuto. Finalmente, se eliminara los restos
de los desinfectantes lavando las semillas en agua destilada estéril por 3 veces, para
concluir se deja secar por un tiempo de 20 min eliminando asi los restos de liquido en

toda la superficie.

2.2.1.5.3. Inoculacion de semillas

La inoculacion se realizé de manera uniforme, sumergiendo las 30 semillas de cada
una de ellas (frijol, lechuga, tomate, rabanito y brdcoli), en 20 mL de los in6culos de
cada tratamiento preparados, durante media hora. Las semillas con el tratamiento de
control negativo o testigo se sumergiran en agua destilada estéril durante el mismo
tiempo. Luego de ser retiradas y secadas en soporte de papel toalla estéril en camara
de flujo, las semillas inoculadas seran colocadas en placas con Agar Agua semisdlido.
Cada tratamiento consistird con 3 repeticiones con 10 semillas por repeticion.
Finalmente son llevadas en condiciones adecuadas para la germinacion tal como
temperatura, calidad de luz, por un tiempo total de 96 horas como se muestra en la
Tabla 4. Se evaluara el porcentaje de germinacion, crecimiento de hipocétilo y pelos
radiculares. La medicion se realizara 2 veces al dia, a partir de las 24 horas durante 4

dias. (Figura 6)

Tabla 4. Condiciones recomendadas para la prueba de efecto metabdlico de los

extractos de la fermentacion de Bacillus.sp en germinacion de semillas in vitro.

Temperatura 22°C

Oscuridad
Calidad de luz
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10 mL
Volumen del medio Agar Agar
10
Numero de Semillas por replica
3
Numero de replicas
96 Horas

Duracion de la prueba

Elongacion del hipocotilo,
Efecto de medida . L
porcentaje de germinacion,

cantidad de pelos radiculares

Figura 6. Esquema general del procedimiento de la prueba de efecto metabolico

en germinacion para cada tipo de semillas y sus tratamientos, (fuente propia).

Inoculo de la Inoculo de la Inoculo de la
Control Control Positiva
blanco (agua izohi muestra de muestra de muestra de
g (rhizobium E-10) F .
destilada) (1 ermentado Sobrenadante Biomasa
Indculos de la muestra
96 horas de exposicion /
y evaluacion total del — I
ensayo

Registro de semillas germinadas
| Medicidn de la elongacién del hipocotilo (mm)
Observacion de posibles signos de toxicidad

Produccion de pelos radiculares

.
b o=

27 °C Oscuridad

1
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2.2.2. Determinacion de la presencia de enzimas hidroliticas y metabolitos con
actividad antifingica a partir del cultivo de Bacillus.sp en fermentacion batch a

nivel de biorreactor

Para esta evaluacion se repite dos procesos descritos con anterioridad para la cepa
de Bacillus.sp, tanto la etapa de cultivo en Biorreactor y preparacion de indculos, este
Gltimo consiste en tomar muestras de 2 mL en tubos eppendorf de forma periddica con
relacion al tiempo a partir del momento cero en que se realiza la inoculacion y
consecutivamente en horas establecidas en las 5, 10, 24, 32, 48, 56 y 72 horas, cada
una de las muestras fueron procesadas por centrifugacion a 5000 rpm por 5 minutos,
del resultado se descarta el precipitado obtenido, separando el sobrenadante, para una
mayor pureza y esterilidad de particulas suspendidas del inoculo se lleva a cabo el
proceso de filtrado con filtros estériles Millipore de 0.22 um, cada una de la toma

muestras por triplicado.

2.2.2.1. Prueba de presencia de celulasas

Se tomé 100 uL de cada toma de muestra a lo largo del tiempo de proceso de
fermentado de Bacillus.sp y se inoculan en placas con agar nutritivo suplementado con
Carboximetilcelulosa (CMC), 1% (p/v). Este medio estd compuesto de 1.0% de CMC,
extracto de levadura 0.25%, peptona 0.25%, Sulfato de amonio 0.05%, Cloruro de
calcio 0.05%, Fosfato de potasio monobasico 0.01%, Fosfato de potasio di basico

0. 01% y agar 1.5%; el pH del medio a 7.0 y se incuba a 28°C durante 48 horas. Tras
la incubacion, se revelara la degradacion del CMC, cubriendo el medio con solucion
de rojo de Congo 1.0% (p/v). Luego se lava con Cloruro sodico 2 mol/L, dejando por
5 minutos bajo reposo. Después, la actividad celuldsica se determinara por la presencia
de areas de halo expresadas por la hidrolisis de la celulosa cuyo diametro debe ser

medido en mm. (123)
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2.2.2.2. Prueba de presencia de proteasas

La produccion de proteasa se vera utilizando leche desnatada y caseina como fuentes
de carbono de las cepas. EI medio de cultivo esta compuesto de 9 g/L de caseina
peptona, 9 g/L de extracto de levadura, 9 g/L de leche descremada y 14 g/L de agar,
con pH del medio 7. Depositando en los pozos de agar leche 100 uL de los inéculos
de muestra tomados, las placas se mantendran en incubacion a 28°C durante una
semana. La produccion de proteasa estara determinada por la presencia de un halo
transparente alrededor de los pozos. (124)EI instrumento utilizado para las medidas de
halo es un Vernier digital.

2.2.2.3. Prueba de presencia de Amilasas

La actividad de las amilasas se evalué mediante el procedimiento en placa, colocando
100 uL de los inéculos en un medio de produccion compuesto de extracto de carne 3
g/L, almidon 10 g/L y agar 15 g/L, con pH del medio a 7, finalmente incubar a 28°C
durante 48 horas y revisar. Después de la incubacion, la actividad de amilasas se
revelara con yodo sublimado y se determina por la presencia de &reas de halo

expresadas por hidrolisis del almidon cuyo diametro se midio en mm (FDA 2001).

2.2.2.4. Prueba de presencia de Quitinasas

2.2.2.4.1. Preparacion Agar Quitina Coloidal

Se coloca el sobrenadante del fermentado obtenido en los pozos de placas con Agar
Quitina Coloidal a pH 7, luego se incubaron a 28+2°C, a 4 dias, concluido tiempo se
miden los halos de aclaramiento alrededor de la zona de sembrado como indicadores

de la presencia de quitinasas.(124) (125)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~@  DE SANTA MARIA

2.2.2.4.2. Pretratamiento de quitina coloidal (QC)

Este proceso fue llevado a cabo por Hsu y Lockwood (113), donde menciona que se
requiere darle un previo tratamiento a la quitina granulada para que pueda ser utilizada
en la preparacion de un medio de cultivo. Da inicio con disolver 20 g de quitina en
400 mL de HCl concentrado manteniendo en agitacion constante por 50 minutos,
después del tiempo se afiade 2 litros de agua destilada fria esta mezcla fue dejada en
agitacion constante por 12 horas a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo se
filtra al vacio quedando con el precipitado para realizar lavados con agua destilada,
esto elimina el acido, la pasta restante de consistencia cremosa a gelatinosa se
esterilizo durante 15 minutos en autoclave, para luego ser almacenada a 4°C hasta su
uso.(126)

2.2.2.5. Prueba de cuantificacion de Proteinas totales

Se realizo la cuantificacion de proteinas totales siguiendo el método descrito por
Bradford(127), para lo que es requerido preparar una curva patron, usando

seroalbumina bovina que indicara una concentracion conocida.

2.2.2.5.1. Curva Patron de Albumina

Se disolvié 10 mg de albumina bovina en 10 mL de agua destilada, teniendo una
solucion madre con concentracion de 1 mg/mL, para luego preparar una bateria de
tubos con concentraciones conocidas con un rango de entre 1 hasta 70 ug/mL de
concentracion de proteinas con su volumen correspondiente de agua destilada, de

acuerdo con la siguiente de valores (Tabla 5).
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Tabla 5. Valores para la preparacion de las concentraciones patron para la
evaluacion de proteinas totales.

Concentracion | 0 1 2 5 10 15 20 30 40 50 60 70
(ug/mL)

ul(albumina) 0 1 2 5 10 15 20 30 40 50 60 70

ul(agua) 1000 | 999 | 998 | 995 | 990 |985 | 980 | 970 | 960 | 950 | 940 | 930

ul(total) 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000

Finalmente agregar 3 mL del reactivo Bradford tanto a los tubos de albumina como de
igual forma se procede a realizar este ultimo paso a otra bateria que contiene el
sobrenadante de cada muestra del cultivo tomado desde las 0 hasta las 72 horas del
muestreo realizado al fermentado de Bacillus.sp, después de concluido el reposo de 30
minutos se hace lectura al espectrofotometro (génesis 10s Uv vis) (Figura 5) a una
longitud de onda de 595 nm, utilizando como blanco agua destilada con el reactivo,
con los resultados, teniendo dos repeticiones se calcul6 el promedi6 que se registraron
en data para la gréfica de absorbancia vs. concentracion, calculando la ecuacion de la
recta y valor de R?, para obtener la regresion lineal mediante la ecuacion de la recta'y
el coeficiente de correlacion lineal que debe ser mayor a 0.9 por lo que se considera
asi una correlacion ideal entre los datos. En la ecuacion obtenida se remplazan los
valores obtenidos en la bateria de muestreo del fermentado de Bacillus.sp en cuestion,

lo que da los valores de proteinas totales contenidas en el extracto.
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2.2.2.6.Actividad Antagonista de Biocontrol

2.2.2.6.1. Microorganismo

Para la prueba de antagonismo se utilizé un aislado del patdgeno Rhizoctonia solani
cepa que fue proporcionada por el laboratorio de Ecologia Microbiana y Biotecnologia
de la UNALM, Se seleccion6 un aislado por la capacidad de infectar a las raices y

tallos de plantulas de frijol de variedad canario.

2.2.2.6.2. Bioensayo

Para realizar las pruebas de antagonismo in vitro se utiliz6 el método de excavacién
en placa segun Mitidieri, 1998 (47), en placas con medio PDA. Se hizo 3 perforaciones
de 5 mm auna misma distancias de 3 cm, en las perforacion, se coloca con micropipeta,
120 uL del metabolito activo extraido y en medio de la placa el micelio del hongo Fito
patdgeno con 2 dias de crecimiento (Rhizoctonia solani). EI mismo procedimiento se
debe llevar para el control negativo de la prueba con agua destilada estéril. Finalmente,
se determina el porcentaje de inhibicion producido por el extracto de metabolitos
activos de las cepa de Bacillus.sp utilizando la siguiente formula: (R1 - R2)/R1 x 100
segun Whipps 1987 (48), donde R1 corresponde a la distancia de crecimiento del
hongo en direccion a la bacteria antagonista y R2 la distancia entre el hongo y la

bacteria (zona de inhibicion).
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2.2.3. Efecto de la actividad de metabolitos en conservacioén con promotores de

crecimiento vegetal y accidn antifungica a nivel de invernadero

2.2.3.1.Preparacion de los metabolitos con actividad antifungica bajo diferentes
métodos de conservacion

Se obtuvieron a partir de la cepa bacteriana Bacillus.sp inoculada a un cultivo en
sistema de biorreactor con un medio minimo mineral adecuado para la produccion de
metabolitos. Una vez que se realizo la cosecha se utiliza por separado dos partes del
cultivo, una cantidad de fermentado total (A), la otra parte fue llevada a centrifugacion
a 8000 rpm durante 20 minutos en tubos falcon de 50 mL. Aqui se obtuvo dos fases al
separar la biomasa y el sobrenadante, este ultimo al ser colectado como metabolito
crudo es el segundo tratamiento (B). Ambos fueron separados en 4 partes de 250 mL,
y cada uno sometidos a diferentes temperaturas de enfriamiento de (Temperatura

ambiente, 4°C, -20°C y por el método de liofilizacion), por un mes.

2.2.3.2. Parametros utilizados para el proceso de liofilizado

Para el proceso de liofilizado llevado a cabo tanto para el fermentado como para el
sobrenadante se utilizé el Equipo Liofilizador Marca LABCONCO modelo FreeZone
Triad.

ETAPAS DEL PROCESO

*Congelacién inicial (-80°C)

*Sublimacion o desecacion primaria. (-25)
*Desorcion o desecacion secundaria. (0)
PARAMETROS

*Presion: (0.200 mbar) (20 pa)

*Tiempo de cada etapa: 5h y 2h respectivamente

*Tiempo total de liofilizacion: 7h
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2.2.3.3.Germinacién de semillas de frijol

Las semillas de frijol previamente desinfectadas con el tratamiento de alcohol e
hipoclorito de sodio se colocaron en placas con Agar Agua semisolido a incubacion

en la camara climatica a 22°C por 3 dias.

2.2.3.4.Instalacion del ensayo a nivel de tinglado

2.2.3.4.1. Preparacion de sustrato en maceta

Se instal6 un sistema de macetas de manera ordenada (Figura 7) con volumen de
capacidad de 500 g previamente esterilizadas con luz UV, el sustrato para la siembra
contiene una mezcla de tierra agricola, arena y turba en la proporcién 2:1:1 (p:p). Los
sustratos fueron uniformizados y esterilizados por vapor durante 1 hora cada 24 horas
por tres veces contintas. En cada maceta se coloca 2 semillas de frijol con una

distancia 5¢cm entre ellas y a una profundidad de 3 cm.

2.2.3.4.2. Inoculacion de semillas

Las semillas fueron introducidas en maceta con sustrato, cada una de ellas fue
inoculada con 1 mL correspondiente de los diferentes indculos sometidos a
temperaturas de congelacion por las 3 diferentes temperaturas establecidas, previo a
esto el método de liofilizado requirié de una re suspension en 250 mL agua destilada
para su activacion e incorporacion a las semillas de frijol correspondientes. Asi
también se indculo 1 mL del control positivo de la cepas de Rhizobium (E-10) la

cual se sembr6 en medio LMC.
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P
Figura 7. Vista del sistema instalado en maceta, como soporte para la inoculacion

en planta de los tratamientos del fermentado bacteriano con actividad de PGP y
como biocontrol.

2.2.3.4.3. Soporte para hongo patégeno Rhizoctonia solani

Se utiliz6 semillas de trigo como sustrato para el crecimiento e incorporacion de
infeccion a las plantas en maceta con el hongo pat6égeno.

Se trataron las semillas de trigo incorporando agua en el doble de su volumen en un
beaker para realizar su hidratacion se mantuvo al microondas por 10 minutos desde
hervor, luego de esto se decanté el agua y se esparce en una bandeja estéril para el
secado, una vez listos se separa en porciones mas pequefias en bolsas amarradas
dejando un volumen dentro de oxigeno, finalmente se ingresa al autoclave, dos veces
por 15 minutos a 121°C y a 15 Psi de presion. Procediendo con la inoculacién dentro
de las porciones de trigo se sembrd 10 discos de agar con el micelio del hongo ya
crecido, para su propagacion se incubacién a 28°C durante 5 dias.

La inoculacion del patdégeno se da con la siembra de las semillas de trigo infectadas, a
un costado de cada semilla de frijol a una distancia de 3 cm de suelo (Figura 8), en
esta imagen se tiene la vista interna y externa de como se da la infeccion en el cuello
y raiz de la planta de frijol. La inoculacién del hongo patégeno en soporte de semillas
de trigo es el a los 15 dias del sembrado de las semillas de frijol.
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La técnica brinda la obtencion del hongo en un soporte apropiado para plantar en
maceta, micelio que se aproxima a la infeccion en condiciones adecuadas ya que el
hongo cuando se encuentra mucho tiempo en placa se doméstica es decir tiende a bajar
su virulencia, el micelio inoculado en las semillas de trigo proviene de una infeccién

directa de planta, siendo una proliferacion mas agresiva.

Figura 8. A) Infeccion del hongo Rhizoctonia solani en planta de frijol, B) pudricion
en el cuello del tallo y raiz, C) corte longitudinal, apreciacion de muerte del tejido, D)

deterioro y pudricion del tallo de la planta.
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2.2.3.4.4. Disefio experimental

El ensayo se instal6 a nivel de invernadero utilizando un disefio completamente al azar

con 7 repeticiones por cada tratamiento y 2 plantas por maceta. Los tratamientos

consistiran en diferentes estados del metabolito bajo un sistema conservacion de

congelado a 4°C, -20°C, temperatura ambiente y el método de liofilizado, control

positivo E-10 para accion PGP, inoculacién de solo patégeno, control testigo (solo
planta) y el control quimico (HOMALI). (Tabla 6)

Tabla 6. Distribucion de tratamientos para el ensayo en plantas de frijol en

invernadero.

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTO |

Fermentado

Temperatura ambiente

4°C

-20°C

Liofilizado

TRATAMIENTO Il

Sobrenadante

Temperatura ambiente

4°C

-20°C

Liofilizado

TRATAMIENTO I1I

Control(+),Cepa Rhizobium E-10

TRATAMIENTO IV

Testigo, Agua

TRATAMIENTO V

Control quimico (HOMALI).

TRATAMIENTO VI

Control Patdgeno
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2.2.3.4.5. Medicion y Evaluacion de pardmetros agronémicos

La medicidn de parametros agronomicos es una tarea importante debido a que estos
individuos seran una referencia para logra dar gestion de la productividad en un
proceso desde la seleccion de la variedad hasta el final de la etapa productiva de la
plantacion, es importante generar pardmetros de crecimiento obtenidos en base a
mediciones vegetativas que permitan generar criterios técnicos para maximizar los
recursos a traves del tiempo. Esto abre oportunidades para desarrollar diferentes

metodologias para una buena gestion de la productividad.

a) Altura de planta (cm)

Seré evaluada la longitud desde el cuello de la planta hasta el apice.

b) Peso seco y fresco de la parte aérea (g)

Se pesara el tallo y las hojas en estado fresco y seco.

¢) Numero de botones florales
Se contabilizard el nimero de brotes en floracion de las plantas de cada
tratamiento

d) Largo de la raiz

Sera medida desde la parte superior del cuello de la plata (cm)

e) Peso fresco y seco de raiz por planta

Se pesara en estado fresco y seco de cada raiz.

f) Peso fresco y seco de nodulos de cada raiz
Se pesara en estado fresco y seco los nédulos de cada raiz.
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2.2.3.4.6. Evaluacién de la incidencia de la enfermedad

Se determina por caracteristicas macroscopicas a una escala de minimo grado en la
que 1= planta sana y 9 = planta con la maxima severidad.

La escala permite determinar el grado de severidad del ataque del hongo patégeno en
la raiz del cultivo de frijol, la cual fue usada por Pastor-Corrales en el libro sistema

estandar para la evaluacion de germoplasma de frijol.(128)

Tabla 7. Escala para evaluacion de grado de severidad de incidencia del hongo en la

raiz del cultivo de frijol.

Grado de

Severidad Apariencia del dafio

1| Sin sintomas visibles de la enfermedad.

Decoloracion ligera, sin lesiones necréticas o con 10% de los tejidos
3| del hipocotilo y de la raiz cubiertos con lesiones

Aproximadamente 25% de los tejidos del hipocotilo y de la raiz estan
cubiertos con lesiones, con decoloracion fuerte, aunque los tejidos
5| estén firmes.

Aproximadamente 50% de los tejidos del hipocétilo y de la raiz estan
cubiertos con lesiones que se combinan con ablandamiento, pudricion
7|y reduccion considerable del sistema radical.

Aproximadamente 75% o mas de los tejidos del hipocétilo y de la raiz
estan afectados por estados avanzados de pudricion, en combinacion
9| con una reduccion severa del sistema radical.

La incidencia de las pudriciones de raiz se calculd con la formula de VVan der Plank en

Principles of Plant Infection(129) :
| =PE/PT X 100
Donde, | = indice de incidencia (%), PE= nimero de plantas afectadas, PT= numero

total de plantas.

2.2.3.4.7. Andlisis de datos
Se empleara un Disefio Completamente al azar realizando un Analisis de Variancia
(Anova) y Tukey (p< 0.05), para comparar tratamientos, serd utilizado el programa

Statgraphics.
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CAPITULO III

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Presencia de metabolitos con actividad promotora del crecimiento vegetal a
nivel in vitro y en semillas de intereés.

3.1.1. Curva patrén de Acido indol acético

En la curva patrdn para acido indol acético con el reactivo Salkowsky, se obtuvo las
absorbancias de cada concentracion medida, las cuales estan indicadas en la Tabla 8,
necesarias para estableces las cantidades de AIA presente como datos preliminares,
con estos resultados se elabord la curva de calibracion mostrada en Figura 9, para
determinar la ecuacion de la recta y el valor de R?, confirmando que los valores de la
pendiente se encuentran estandarizados para la deteccion adecuada de AlA.

Tabla 8. Absorbancias promedio de las muestras para generar la Curva patron de
Acido indol acetico.

Absorbancias
Concentracion ug/mL Obtenidas

0 0
0.25 0.023
0.5 0.034

2 0.072

5 0.117

10 0.208

15 0.291
20 0.366
30 0.527
40 0.682
50 0.832
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Figura 9. Curva de calibracion del reactivo Salkowsky.

La curva de calibracion presenta comportamiento lineal ascendente por la reaccion con
el reactivo frente a la concentracion de AIA, por medio de su color fucsia
caracteristico, muestra una medida creciente de la concentracion directamente
proporcional a la cantidad que contiene, debido a esto se generd la ecuacion de la recta
y R?= 0.9976. Una vez conformados los datos se utilizd dicha ecuacion para
cuantificar AIA presente por la cepa, a partir de los datos obtenidos por absorbancia

de las muestras en reaccion con el reactivo Salkowsky.

3.1.2. Deteccion colorimétrica de extractos obtenidos

La concentracién de AlA fue cuantificada por medio de la reaccion colorimétrica que
resulta en reaccion con el reactivo de Salkowsky. EI AIA y sus precursores se
caracterizan por generar un color rojizo al entrar en contacto con dicho reactivo, donde
la intensidad de la coloracidn de la reaccion es directamente proporcional a la cantidad
presente de AIA. Cuando se pone en reaccion una muestra y se torna de color amarillo
a café se podria especular la deteccion de otros compuestos de grupo indol como acido
indol butirico, &cido indol pirtvico o acido indol propionico, al ver los colores fucsia

generados se descarta la presencia de estos posibles.
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La aparicion de color cada vez mas intenso se debe a una reaccion oxidativa causada
por el &cido y una transaminacion que lleva a la sustitucion del grupo amino por el CI

del FeCl;, presente en el reactivo de Salkowsky.

De acuerdo a estos resultados se observa que hay una relacién creciente de la cantidad
de produccion de AIA con respecto al tiempo (Figura 10). La concentracion de AIA
en cada inoculo se determind al realizar una comparacion con la curva patrén
reemplazando los valores de absorbancia obtenidos (Tabla 9), en la ecuacion obtenida
en la regresion lineal mediante la ecuacion de la recta y el coeficiente de correlacion
lineal en la Figura 9, obteniendo la concentracién de AIA por parte del género
Bacillus.sp pero sin embargo este presenta una produccion menor al control que

alcanzo la cantidad de 116.63 ug/mL.

Se observo en aquellas tomas positivas un color rosado cuya intensidad varia en

funcién de la concentracion de AlA presente en el sobrenadante.

Tabla 9. Absorbancia de las 8 muestras de sobrenadante de diferentes tiempos de
fermentacion bacteriana de Bacillus.sp.

Absorbancias | Concentracién
Muestras / h obtenidas ug/mL
0.006
0 0.03

1.294

5 0.051
2.030

10 0.063
10.865

24 0.207
12.582

36 0.235
19.576

48 0.349
28.411

56 0.493
36.386

72 0.623
116.631

Control + 1.931
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Figura 10. Curva de produccion de Acido indol acético

Las muestras tomadas para la lectura de AIA muestran una diferencia de intensidad de
coloracion que indica distintas concentraciones de manera creciente en relacién a su
evaluacion en el tiempo (Figura 11).

Se observé que la cepa de Bacillus.ps presentd una concentracion de &cido indol
acetico con una concentracion final de 36.38 pug/mL a las 72 horas, este resultado es
significativamente menor respecto al control positivo utilizado Rhizobium E-10, el
cual alcanz6 una produccion de 116.63 pg/mL.

La concentracion de acido indol acético por parte del género Bacillus.sp se ha visto
generalmente alta, se han reportado cantidades de produccion de 57.9 y 47.3 pg/mL
por algunas otras cepas de Bacillus.sp como en el estudio de Gutiérrez et al. The
influence of native rhizobacteria on european alder growth (130), de manera que la
concentracion de acido indol acetico producida por la cepa, podria considerarse como
baja, teniendo en cuenta que se han reportado producciones de mas de 55 pg/mL por

parte de este género.
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Figura 11. Evaluacion de Acido indol acético en el sobrenadante del fermentado de
Bacillus.sp por las tomas de muestreo durante las 72 horas.

En la Figura 11 se ve representado el resultado de las muestras en evaluacion, se
observa la tonalidad de la coloracion obtenida por la reaccion que es directamente
proporcional a la cantidad de AlA. De esta manera, cuando se obtiene un color fucsia
a purpura intenso es un indicativo de la presencia de altas cantidades de AIA en la
muestra; por otro lado, si se torna de un color fucsia a rosa palido se asume la presencia

de una baja concentracion de AlA.

3.1.3. Solubilizacion de fosfatos

En este experimento la solubilizacién de fosfato inorganico se puso de manifiesto por
la formacion de un halo transparente en el medio NBRIP para el inoculo sobrenadante,
se observa alrededor del inoculo una zona clara, que evidencia la solubilizacion de
fosfatos. Este cambio de coloracion ocurrié alrededor de los pozos del medio de
cultivo. Varios estudios han puesto en evidencia la capacidad solubilizacién de
fosfatos por diferentes especies microbianas. Entre las bacterias destacan el género
Bacillus.sp (131).
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Figura 12. Evaluacion de solubilizacion de fosfatos en medio NBRIP por el
sobrenadante del fermentado de Bacillus.sp.

En la Figura 12 ”A4” Se observa después de 48 h de incubacion las placas de muestras
de 0 a 48 horas de los que se obtiene un resultado negativo, Figura 12 “B” Placa de
cultivo con la cepa TvPs 01.3 microorganismo presente como control positivo, Figura
12 “C” inoculo de 56 h resultado negativo (-), resultado positivo obtenido con el

inoculo a las 72 h de muestreo.
3.1.3.1. Eficiencia de la solubilizacién (SE):

Considerando lo importante del tamafio de los halos de solubilizacion que se forman

en torno a los pozos de los indculos. Se realizd mediante el calculo del indice de
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solubilizacion, el cual consiste en dividir el valor del diametro total del halo entre el
didmetro del pozo, y finalmente este resultado por cien.

Bajo este método, se presume que las muestras con los mayores valores del indice son
las mas eficientes. Este indice indica el radio de accion del inoculo sobre el sustrato,

expresado en porcentaje.

SE = (D5/p) x 100

Donde:
SE: Eficiencia de solubilizacion.
DS: Diametro de solubilizacién

DC: Diametro del pozo.

SE = L3mm/. )% 100

SE = 185.7 %

El resultado porcentual muestra la actividad de solubilizaciéon frente el fosfato
tricalcico desde el segundo dia después de su inoculacién, cuando se observo la
formacion de halos alrededor de la colonia en las placas de agar (Figura 12). La SE
del sobrenadante en el sustrato con Fosfato tricalcico fue de 0% hasta las 56 horas de
toma de muestra, sin embargo el maximo valor de este indice se present6 en el dia 3 a
72 horas con 185.7 %. Estos resultados indican que el area de solubilizacion fue
aproximadamente casi el doble de veces méas extensa que el tamafio del &rea de
contenido. El valor reportado es considerable al compararlo a los valores reportados
por M. E. Beltran Pineda (132), quien evalu6 bacterias con actividad de solubilizacion
de fosfato en suelo de paramo cultivado con papa, las que presentan entre el 142.8% y
el 205% de eficiencia. Por otro lado en la investigacion de Hernandez-Leal et al con
solubilizacion in vitro de fosfatos por una cepa de Paecilomyces lilacinus (41) en
comparacidn con mas cepas bacterianas reportan de 206% a 306% con tamafios de
halo desde 18.41 y 47.77 mm respectivamente.
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Por otro lado, la respuesta dada de solubilizacion frente al Fosfato de tricalcico
(3Ca;(P0O,),) resulta ser favorable ya que este elemento se encuentra en un punto de
menor solubilidad, mayormente encontrado en suelos neutros y alcalinos, en
comparacion con el Fosfato de hierro (FePO0, ) considerado de igual manera de menor
solubilidad y el Fosfato de aluminio (Al PO,) que se encuentran presentes en suelos
acidos, complejos poco solubles debido a la union a los aniones fosfato con los otros
elementos.

Por el cual que la solubilizacion de fosfatos también depende del tipo de
microorganismo en actividad y el tipo de fosfato insoluble utilizado(133), buscando
lograr liberar el ion fosfato accesible para la planta.

Este elemento se encuentra limitado en el suelo y es un nutriente vital después del
nitrégeno para el desarrollo de la planta. EI género Bacillus se ha destacado como un
potencial solubilizador de fosfato y puede ser utilizado como biofertilizante que va a
permitir obtener un producto agricola de calidad y sin generar consecuencias al
ambiente.(134)

Por las anteriores afirmaciones, el procedimiento llevado a cabo para la obtencion del
sobrenadante puede ser Gtil en la elaboracién de biofertilizantes, con fines de control
bioldgico tiene el potencial para favorecer la disponibilidad de fosforo en el suelo.

6.1.4. Presencia de Sideroforos

El medio de cultivo Cromo Azurol Sulfonato es usualmente empleado para la
determinacion cualitativa de sider6foros, pues presenta muy bajas concentraciones de
hierro (1 mM FeCl; 6H,0), condicion esencial para que se induzca la accion de
sider6foros.(54) Las PGP que producen sideréforos utilizan el complejo Fej
sideroforos para incorporar este metal al interior celular mediado por un receptor
especifico localizado en la membrana bacteriana. Este secuestro de hierro disminuye
su disponibilidad en el medio para otros microorganismos carentes de este sistema y

gue en ocasiones son patdgenos para las plantas.(51)
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Figura 13. Evaluacion de la presencia de sideroforos, en el muestreo realizado por
72 horas del fermentado de Bacillus.sp, en el medio de cultivo CAS-aminoéacidos.

No se aprecia ningun cambio de color ni formacion de halo, por lo que se reporta
negativo para la presencia de sideréforos.

La mayoria de los organismos requieren hierro como un elemento esencial en una
variedad de vias celulares metabdlicas. La posibilidad de aislar e identificar
microorganismos con una alta capacidad para produccion de sider6foros que posean
una mayor eficiencia para secuestrar este elemento ha sido de mucho interés en el
campo para buscar mejoras de desarrollo ya que su presencia favoreceria ain mas la
accion PGP. La presencia de sider6foros en placa se da por la formacion de halos
rodeando los indculos con cambio de color entre anaranjado y amarillo mostrando

como resultado positivo.

Siguiendo con los resultados obtenidos en este ensayo, se da negativo la presencia de
sideroforos a estas condiciones en las que se encuéntrala cepa Bacillus.sp en el medio
minimo mineral a condiciones infringidas para el proceso de endosporacion en

fermentacion bach en tanque Biorreactor.

Pero en esta ocasidn uno de los principales retos fue la preparacion del medio CAS, se
determind que la presencia de PIPES genera una rapida precipitacion, por lo que en la
preparacion su adicién debe ser lenta, evidenciando la poca estabilidad del mismo
cabe mencionar que para su estabilidad del pH con la adicion de PIPES, se da el caso

en el cual las reacciones toman una coloracion rojiza al contacto con el reactivo, este
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comportamiento se observé en el medio al ser sometido a esterilizacion por autoclave.
Ademas, momento en el que se determind el pH final del medio de cultivo, obteniendo
que los pH oscilaban entre 5.5 y 6, siendo estos muy &cidos para continuar con la
preparacion del medio de cultivo, la solucion a esto se dio al utilizar el buffer acetato
el cual es de naturaleza organica, se noté que no habia un cambio de color al pH
requerido entre 7 y 7.5. De esta manera se determiné que la estabilidad del reactivo es
independiente de la presencia de piperazina y que la cuantificacion de sideréforos es

confiable ya que la reaccidon con el reactivo CAS no se ve afectada por pH basicos.

En la actualidad también se explora la alternativa de aplicar sider6foros sintéticos

como un medio para corregir las deficiencias de hierro en las plantas.(135)

Tabla 10. Resumen de resultados obtenidos en los analisis de propiedades para la

accion PGP.
Muestras(horas) Produccion de Solubilizacién de Produccion de
AlA Fosfatos sideroforos
0 - - -
5) + - .
10 o - -
24 ++ - -
36 S - -
48 +++ - -
56 ++++ - -
72 +++++ + -

Metabolitos positivos (+) y metabolitos negativos (-).Tamafio de los halos de actividad
y concentracion creciente: (-) No se evidencia halo, (+-) Tamafio del halo < a 2mm,
(+) Aproximado a 3 mm, (++) aproximado a 5mm, (+++) aproximado a 7mm,
(++++) aproximado a 11mm, (+++++) aproximado 12mm.

A partir de los resultados obtenidos que se presenta resumidos en la Tabla 10 se podria
suponer que las concentraciones de ambos metabolitos obtenidos de la cepa de
Bacillus.sp de fermentacion en un medio minimo mineral en fermentacion batch a
nivel de biorreactor, aunque fueron bajas, puede ser suficiente para influenciar la
promocion en la germinacion y de crecimiento en plantas, ya que los reguladores de
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crecimiento vegetal pueden actuar en bajas concentraciones como lo indica Garcia et
al con su investigacion en el papel de las citoquininas en la promocion del
crecimiento.(136) Lo que también se puede suponer, es que a altas concentraciones

podria tener algun efecto negativo o de toxicidad.

3.1.5. Efecto metabdlico en semillas de interés a nivel in vitro

La obtencién de las semillas de lechuga, brécoli, rabanito y tomate se realiza en la
semillerias del centro de ventas el huerto de la UNALM, procurando que sean semillas

sin curar (sin fungicidas o plaguicidas), con buen estado germinativo.

3.1.5.1. Semillas de frijol:

Figura 14. Respuestas bioldgicas expresadas en semillas de frijol, por tratamientos
del fermentado de Bacillus.sp en placas con agar agua.
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Una diferencia que se puede notar es la cantidad de pelos radiculares y sus tamarios
que se presenta en cada tratamiento mostrado en la Figura 14 siendo las caracteristicas
fenotipicas mas resaltantes en el tratamiento de metabolito y fermentado que el control
blanco, pero también de igual parecido con la respuesta obtenida del control positivo
Rhizobium E-10.

Tabla 11. Resumen estadistico de la evaluacién del efecto metabdlico en el
crecimiento de hipocétilo en semillas de frijol de 24 a 96 horas.

TRATAMIENTO/ (mm)  24h 32h 48h 56h 2h S0h 96h
Biomasa 0  07x19A 3.1#41A 336243 A 12.8+6.0 A  13.1#6.0A 13.6%6.1 A
Control 0  05+x14A 123+37B  19.63x38C  25.1+239C 25.2£223C 253+23C
E-10 0  07£24A 18+42A 2044 A 1253 A 125+53A  13.7£55A
Fermentado 0 00 A 44449 A 9.1£53B 145£55A 149453 A 183465B
Metabolito 0 6.0£38B 102+38B 10.5+3.9B 21.0+3.6B 215+3. B 23.9+35C

La capacidad de promocion de crecimiento en el proceso de germinacion por parte de
los indculos evaluados del fermentado, se evidencio en el registro de los estadios de
las semillas durante 96 horas (Tabla 11). Uno de los primeros efectos denotados es
que el primer brote de germinacion se evidencio a las 36 horas (Tabla 12) en las
semillas de frijol presentando un mayor tamario de 6.0 mm de promedio en las semillas
inoculadas con el sobrenadante o también mencionado en este ensayo como
metabolito, en comparacidn con el control positivo utilizado el Rhizobium E-10 que

promedio 0.7 mm y el control blanco (agua) mucho menor de 0.5mm.

Todos de los tratamientos de promocion de germinacion en semillas de frijol presentd
100% de semillas germinadas y el andlisis de datos incluyendo las réplicas de un
mismo tratamiento arrojaron diferencias significativas, ya que durante las primeras dos
evaluaciones estos resultados pueden darse por la variabilidad de germinacion que
presentan la semillas al reaccionar con la actividad de los in6culos, ya que no todas las
semillas germinan al mismo tiempo o algunas simplemente nunca germinan.

Este indice expresa tanto el porcentaje de semillas germinadas como el porcentaje de

crecimiento que alcanza el hipocétilo durante el bioensayo a las 72 horas. Estos
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resultados mostraron que la sensibilidad del bioensayo de germinacion de las semillas
de frijol (Phaseolus Vulgaris) generé respuestas bioldgicas integradoras asociadas con
la exposicion de las semillas a muestras de los inoculos teniendo una buena respuesta
de crecimiento del metabolito con referencia a los otros dos tratamientos de biomasa
y fermentado (Figura 15), manteniendo estas diferencias entre cada uno de los
tratamientos a lo largo del ensayo. Sin embargo, el control blanco presento de igual
manera un buen estado de elongacion de la radicula llegando a un mayor promedio de
tamafo 25.1 mm se observa que al llegar entre las 72 y 96 horas este promedio se
mantiene sin ningin cambio significativo quiz&s debido a que no posee mas

compuestos o nutrientes que favorezcan a largo plazo la buena condicion de la semilla.

30

25

i ‘ i | B Promedio
0

Biomasa Control E-10 Fermentado  Metabolito

Crecimiento (mm)
= = N
o (6] o

(6]

Tratamiento

Figura 15. Promedios de evaluacion del crecimiento de hipocotilo en semillas de
frijol de cada tratamiento a las 72 horas de incubacién.
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Tabla 12. Promedio de la incidencia del fermentado de Bacillus.sp como
tratamientos en el porcentaje del estimulo en germinacion de semillas de frijol a las

32 horas.
Tratamientos Promedio  Desviacion  Tukey
Estandar

Biomasa 13.33 % 15.2753 A

Control 13.33% 5.7735 A

E10 10% 10 A

Fermentado 0% 0 A

Metabolito 83.33% 15.2753 B

Para la variable de porcentaje de germinacion en la evaluacion a 32 horas en las que
se ve los primeros datos del proceso (Tabla 12), se han identificado 2 grupos
homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas, que son representados con las
letras A 'y B. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos

niveles que compartan una misma columna de X's.

El analisis de varianza y la comparacion de medias nos indicaron que la mejor
germinacion se presento con el inoculo de tratamiento metabolito, el sobrenadante o
también llamado metabolito, se obtuvo un 83.33 % de germinacion superando
porcentualmente al testigo en un 70 % el cual registré 13.33% de germinacion,
sefialando que estas diferencias fueron estadisticamente significativas incluso con los
otros tratamiento, teniendo un mismo porcentaje de diferencia entre la biomasa y el
fermentado como se ve en la Tabla 12, esta tabla aplica un procedimiento de
comparacion maltiple para determinar cuales medias son significativamente diferentes
de otras. La mitad derecha de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada
par de medias. EI asterisco que se encuentra al lado de los 4 pares indica que estos
pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de
confianza.

El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento
de diferencia honestamente significativa. (HSD) de Tukey. Con este método hay un
riesgo del 5.0% al decir que uno o0 mas pares son significativamente diferentes, cuando
la diferencia real es igual a 0.
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Tabla 13. Comparacién  mdltiple de incidencia de los tratamientos del fermentado
de Bacillus.sp en el porcentaje de germinacion de semillas de frijol a las 32

horas.

Contraste Sig. | Diferencia

Biomasa - Control 0
Biomasa - E10 3.33333
Biomasa - Fermentado 13.3333
Biomasa - Metabolito * -70
Control - E10 3.33333
Control - Fermentado 13.3333
Control - Metabolito 3 -70
E10 - Fermentado 10
E10 - Metabolito I -73.3333
Fermentado - Metabolito o -83.3333

« Indica una diferencia significativa.

El asterisco que se encuentra al lado de los 4 pares indica que estos pares muestran
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. Se
entiende al ver el valor negativo que el segundo componente es mayo al primero como
en el primer asterisco Metabolito es mayor a Biomasa, mientras que los positivos
indican la diferencia mayor al primer componente mayor al segundo mostrados en la
Tabla 13.

Se muestra en la tabla superior mencionada los cuatro asteriscos que muestran
diferencia significativa entre los pares mostrados de color rojo, representan el mayor
valor porcentual para el tratamiento metabolito, con mayor efecto frente los otros

cuatro tratamientos a las 32 horas donde se reporta el inicio de germinacion.
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3.1.5.2. Semillas de Brocoli:

Las semillas de brocoli en evaluacion in vitro de germinacion se encontré diferencia
significativa para la variable crecimiento de hipocétilo y los pelos radiculares. Las
semillas presentaron un area de mayor crecimiento longitudinal en el tratamiento de
metabolito 5.8 mm a las 56 horas, en comparacion con el blanco 1.3 mm y el control
positivo de 4.1 mm, entre los tratamientos del fermentad y biomasa no hubo diferencia
significativa presentan efectos de crecimiento muy similares, estos efectos se ven
constantes a lo largo del crecimiento de la semilla como hasta finalizar las 96 horas

que el mejor tratamiento el metabolito tiene el mejor promedio 16.8 mm (Tabla 14).

Tabla 14. Resumen estadistico de la evaluacion del efecto metabolico en el
crecimiento de hipocétilo en semillas de brocoli de 24 a 96 horas de incubacion.

TRATAMIENTO/mm) ~ 24h 32h 48h 36h 72h 80h 96h
Biomasa 0 01204AB 2:25AB 34239AB  5T7=65A  69£79A  8.090A
Control - 0 01x03AB 07=17A  13:18A  45H43A  52:46A  T2:6.14A

E10 0 03=01A 23226B 4I1238B 8=65AB 86=68AB 104=8.1A

0
0

03:0.1A 2:18AB 37=30AB T.0:59AB 83:69AB 10.8:8.7AB
03:04B 36£25B  5841B  104=63B 13.1=80B 16.8<100B

Fermentado
Metabolito

Los resultados de las semillas de brdcoli evidencian un efecto en su germinacion por
los tratamientos aplicados demostrando su accién promotora sobre el crecimiento
vegetal de hortalizas como en comparacién con diferentes investigaciones con cepas
de Rhizobium de gran efecto promotor del crecimiento de las plantas llamado:
desafios y oportunidades (137), como el desarrollo de la semillas con efecto de

estimulacidn por extractos en germinacion.

Otra de las partes en las que se evidencia diferencias entre los indculos de los
tratamientos y sus repeticiones es la formacion de los pelos radiculares formados en
las semillas visualmente se denotan en la Figura 16, las semillas de brécoli tienen

avanzado desarrollo con el tratamiento metabolitos en comparacién con el control.
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Figura 16. Respuestas bioldgicas expresadas en semillas de brécoli, por tratamientos
metabdlicos del fermentado de Bacillus.sp en placas con agar agua.

La Tabla 15 presenta el porcentaje de germinacion de las semillas de brocoli a las 32
horas con los cinco tratamientos del fermentado, promediando el resultado de las tres
repeticiones de cada tratamiento evaluando por tratamiento un total de 30 semillas,
este calculo del porcentaje en la germinacién se realizé con la finalidad de comprobar
si los tratamientos pueden dar alguna alteracion tanto desfavorable siendo alguna
respuesta toxica o favorable como lo que se ve para esta semilla, es favorable el
tratamiento de metabolitos presentando un mayor porcentaje a estas primeras horas de
germinacién mostrando el 30% a diferencia del control con solo 10% al igual que los
demas tratamientos, como también en el transcurso del ensayo se observa a las 56
horas (Figura 17) que aun perdura el efecto en su desarrollo con el crecimiento del
hipocétilo es mayor en promedio del tamafio para el inoculo metabolito en

comparacién con otros tratamientos.
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Tabla 15. Promedio de incidencia de los tratamientos del fermentado de Bacillus.sp
en el porcentaje de germinacion de semillas de brocoli 32 horas de inoculado.

32horas
Tratamiento Promedio
Biomasa 10%+17.3 A

Control 10%+10.0 A
E10 0%
Fermentado 0%

Metabolito 30%=+10.0 A

12

10

Crecimiento (mm)
I o
[oe)

N

Biomasa Control - E-10 Fermentado Metabolito

Tratamiento
B Promedio

Figura 17. Promedios de evaluacion del crecimiento de hipocétilo en semillas de
brocoli de cada tratamiento a las 56 horas de incubacion.
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3.1.5.3. Semillas de Rabanito:

Figura 18. Respuestas biologicas expresadas en semillas de rabanito por
tratamientos metabolicos del fermentado de Bacillus.sp en placas con agar agua.

La Figura 18 muestra los resultados obtenidos mediante las fotografias obtenidas al
final de la evaluacion mostrando el desarrollo de las semillas de rabanito, donde se
observa como registré que el nimero de semillas germinaron normalmente respecto al
total de las semillas colocadas al iniciar el ensayo en cada tratamiento, considerando
como criterio de germinacion la aparicién visible del hipocétilo o brote de radicula.

Utilizado una regla y papel milimetrado se midié cuidadosamente la longitud del
hipocétilo y radicula de cada una de las plantulas, se obtuvo un mejor desarrollo en
el tratamiento de metabolito, con un aspecto de mayor crecimiento con relacién al
control de Rhizobium E-10 que es una cepa con actividad PGP ya confirmada, al
comparar los resultados se obtiene las medidas en similares promedios de longitud de
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hipocdtilo, lo que atribuye un buen efecto de promocion de crecimiento al tratamiento
en evaluacion y también como un indicador para determinar la capacidad de
establecimiento de la planta, notado también el mayor nimero de pelos radiculares que
complementarian el resultado, lo que sefiala la potencialidad del uso de los

tratamientos como sustancia para un ambiente nutritivo para planta.

Tabla 16. Resumen estadistico de evaluacién del efecto metabdlico en el crecimiento
del hipocétilo en semillas de rabanito de 24 a 96 horas de incubacion

TRATAMIENTO / (mm) 24h 32h 48h Soh 72h 80 96h
Biomasa 0 02+04AB  6.7436B 11£5.6 C 146£6.6B  154+69B 162+6.9 AB
Control - 0 03+04AB  09+09A 1.2£1.0A 17=33A 3£34A 11.9+49A

E10 0.03£0.1A 06£1.0B  72£5.14B 94£55C 17408BC 178£99B 21.0+11.1BC
Fermentado 0 02+04AB  34£24A 57£37B 0148 A 06+48A  11.6+51A
Metabolito 0 01+0.3A  10.7%6.0C  123%64C 201£03C  206£95B  23.5%103C

La Tabla 16 muestra los promedios de cada tratamiento en las semillas de rabanito,
midiendo el largo de hipocétilo en el desarrollo de germinacion, igualando asi el
tratamiento de metabolito o sobrenadante frente al tratamiento control positivo E-10
con 23.5mmy 21.0 mm respectivamente, estos se remarcan en la tabla los mayores
valores de color rojo, son mayores hasta el término de la evaluacién en comparacion a
los otros tres tratamientos que van con un crecimiento de cambio de medidas de
tamarfio lento como el fermentado y el control negativo o testigo que alcanzan 11.6 mm
y 11.9 mm respectivamente, el tratamiento de biomasa reporta valores con poco
incentivo en la germinacion de las semillas.

Por esto es posible encontrar diferencias significativas entre tratamientos para estos
indices, al observar las diferencias se continuo con la determinacion de efecto de los
tratamientos en cada indice, asi establecer los tratamientos de mayor significancia en
cada tiempo evaluado siendo los mejores los primeros mencionados el extracto
metabolito y el control positivo E-10 este ultimo precisa el efecto de la inoculacion
en las semillas con caldo microbiano y asi establecer la actividad bioldgica del
microorganismo con accion PGP.

El &cido indol acético (AlA) es un regulador del crecimiento vegetal perteneciente al

grupo de las auxinas, el cual estimula el crecimiento y sistema radicular,
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incrementando el acceso de la planta a los nutrientes del suelo, Estos resultados
confirman el hecho de que, durante el periodo de germinacion y los primeros dias de
desarrollo de la plantula ocurren numerosos procesos fisioldgicos en los que la
presencia de una sustancia puede interferir alterando la supervivencia y el desarrollo
normal de la planta, siendo por lo tanto una etapa de gran sensibilidad frente a factores
externos adversos, por lo que las diferencias de las barrar que representan los valores
de la evaluacion de hipocétilo y radicula (Figura 19), viendo una gran diferencia con
el control y los datos obtenidos con los tratamientos el mejor el inoculo de metabolito,
sin embargo sin mucha diferencia efectivo con el fermentado y el inoculo de E-10 lo
que representa las diferencias agrupado en los resultados en el grafico mediante letras
A, B, C que representan las diferencias significativas entre los cinco indculos de
tratamiento. Al mencionar el control testigo se puede mensionar que los datos se
encuentran dentro del tiempo sefialado como requerido para dar inicio a la germinacion

de las semillas de rabanito en condiciones normales reportado alrededor de cinco dias.

20
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Biomasa Control - E-10 Fermentado Metabolito

Tratamiento

Figura 19. Promedios de evaluacion del crecimiento de hipocétilo en semillas de
rabanito de cada tratamiento a las 56 horas de incubacion.
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Tabla 17. Promedio incidencia de los tratamientos del fermentado de Bacillus.sp
en el porcentaje de germinacion de semillas de rabanito 32 horas.

Tratamientos Promedio
Biomasa | 20% +17.3 A
Control | 30.6%4+5.7 A

E10 | 30%+20 A
Fermentado | 23.3%+20.8 A
Metabolito | 36.3%+23 A

En la Tabla 17 las semillas de rabanito se caracteriza por tener una pronta
germinacién alrededor de las 72 horas en adelante en sus condiciones adecuadas lo
que se evidencia en el ensayo que ya a las 36 horas se tiene un porcentaje de
germinacion del 30% en promedio del total de las repeticiones siendo la mayor de
36.3% el tratamiento de metabolito en comparacion con el 30% del control positivo
Rhizobium, pero sin embargo no hay una diferencia significativa en la promocién de
germinacién de semillas de rabanito con respecto a los otros tratamientos, el menor

valor fue el de biomasa y fermentado con 20 y 23% respectivamente.

6.1.5.4. Semillas de Lechuga:

La respuesta de las semillas a distintos estimulos como en este caso los indculos de
tratamiento usados influye a una posible inhibicién o influencia a la germinacion
mediante la elongacion del hipocétilo y radicula (Figura 20). Las diferentes respuestas
de las plantas a los indculos se pueden explicar por las similitudes entre las distintas
especies, variedades o incluso, en algunos casos las causas de estas respuestas pueden
deberse a las exigencia distintas de las semillas de lechuga a las demas utilizadas en
el ensayo in vitro de semillas en este caso la influencia de los in6culos es muy baja no
hay diferencia significativa entre los tratamientos junto con el tratamiento blanco es
decir en solo agua, de esta manera el control positivo E-10 resulto con promedio algo
mayor como se ve en la Tabla 18 donde se remarca los valores de color rojo algo mas
altos.
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Figura 20. epuestas bioldgicas epresaas en semillas de lechuga
tratamientos del fermentado de Bacillus.sp en placas con agar agua.

por

Tabla 18. Resumen estadistico de evaluacion del efecto metabdlico en el crecimiento
de hipocétilo en semillas de lechuga de 24 a 96 horas de incubacion

TRATAMIENTO/ (mm) 24H 32H 48H 56H 72H 80H
BIOMASA 0 0.2+0.6 AB  4.4+3.2 AB 5.8+40A 9.9+6.1 A 10.2+6.2 A
CONTROL - 0 0.2+0.6 AB  4.9+29 AB 8+4.4 AB 11.7#53 A 11.9+53 A
E-10 0.03+0.18 0.2+0.4 A 6.6+3.8 B 10.0+4.6 B 16+6.5B 16.3+6.5B
FERMENTADO 0 0.6+0.8 B 53+35AB 7.6+44AB 114+56 A 118+56A
METABOLITO 0 0.3+0.4 AB 4.0£23 A 54+25A 10.6+4.6 A 11.5+48 A

El test para el indice de germinacion dio diferencias no significativas en los
tratamientos con respecto al testigo, de igual manera los casos fueron inferiores al
control positivo (Figura 21). Este menor crecimiento podria atribuirse a alguna

pequefia variacion en las condiciones experimentales, por ejemplo ya que la

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

temperatura, luminosidad y humedad fueron los mismos en todo el ensayo y segun lo
hallado éstos son los tres factores que mas afectan los resultados de los bioensayos
pueden ser distintos los requerido por la semillas. No obstante, en ningln caso la
reduccion en el crecimiento llego a ser del 50% con respecto al testigo, como para ser
considerada tdxica. La Unica diferencia encontrada es que también en la Figura 20 se
puede resaltar la diferencia en el volumen de pelos radiculares con mayor cantidad en
el tratamiento de fermentado y metabolito a diferencia del testigo y control positivo.

En el transcurso del ensayo como casi finalizando a las 56 horas de evaluacion (Figura
21) ninguno de los tratamiento logra un crecimiento significativo con respecto al
control testigo, Unicamente el control positivo E-10 mostrando la eficiencia de

promocion de crecimiento que lo caracteriza.

Ty
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Figura 21. Promedios de evaluacion del crecimiento de hipocétilo en semillas de
lechuga de cada tratamiento a las 56 horas de incubacion.

El porcentaje de germinacion promedio de los tratamientos fue de 43.3% y 36.6%
para el fermentado y el metabolito respectivamente manteniendo una diferencia con el
testigo Unicamente a las 32 horas (Tabla 19), indicando que no hubo ningun efecto de
toxicidad sobre la germinacion, siguiendo los criterios fenotipicos de las semillas que
se considera cuando los porcentajes de germinacion se encuentran entre 75y 90% con
respecto al testigo y al final de la evaluacion llegando a casi una totalidad de
germinacion lo que se discute en esta ocasion es que hay uniformidad es decir no hay
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cambios que se denote la influencia de la actividad de los in6culos, siendo asi para las
semillas de lechuga .

Tabla 19. Promedio de la incidencia de los tratamientos del fermentado de
Bacillus.sp en el porcentaje de germinacion de semillas de lechuga a las 32 horas.

Tratamientos ~ Promedio
Biomasa 13.35.7 A
Control 13.3x115 A

E10 16.6£5.7 A
Fermentado 43.3+5.22
Metabolito 36.6+5.7 A

6.1.5.5. Semillas de Tomate:

En la Tabla 20 se ve los valores de promedios obtenidos en la evaluacion de semillas
de tomate de 24 horas a 96 horas, se puede observar que en los primeros brotes de
germinacién se dan a partir de las 48 horas casi de manera uniforme en sus valores en
todos los tratamientos, se remarcan de color rojo los mayores promedio de medida a
cada una de las horas de evaluacion se observa que en la mayoria se mantiene pero el
tratamiento control positivo (E-10) con una medida de 10.2 mm a la mitad de la
evaluacion y con 21.5 mm al final de la evaluacion, los demas indculos no superaron
el efecto de promocion de crecimiento en las semillas de tomate siendo el mejor el C+
por no encontrar diferencias trascendentes con respecto al testigo, el metabolito
biomasa y fermentado fueron inferiores en las medidas con relacion al control
positivo a lo largo del tiempo. Como también se ve el avance con respecto al
porcentaje de germinacion de las semillas de tomate se observa a las 48 horas y 56
horas no hay mucha diferencia de valores significativos se mantiene constante en su
desarrollo normal de germinacién sin estimulacion adicional de los extractos
inoculados por lo que sé obtiene que todos los tratamientos estan conformados por el
nivel A en la prueba Tukey le da una igualdad entre ellos (Tabla 21), lo recomendado

sugiere trabajar con efecto de los indculos con la finalidad de obtener plantas de mejor
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sistema radicular con mejor longitud y volumen, (Figura 22) pero tampoco se ve
accion de incidencia de pelos radiculares o pubescencia en el total en evaluacién de
las semillas de tomate.

Tabla 20. Resumen estadistico de la evaluacion del efecto metabolico en el
crecimiento de hipocétilo en semillas de tomate de 24 a 96 horas de incubacion.

TRATAMIENTO/(mm) 24h  32h 48h 56h 72h 80h 96h
Biomasa 0 0 14+13A 4.0+23AB 8.6t4.9AB 12.2+8.7A 18.1+10.0 A
Control - 0 0 14+14A 52+45B 8.916.2 AB 13.8+88A 20.1+119A

E-10 0 0 14+11A 56+3.6B 10.2+5.3B 14.5+6.7 A 21.5£8.6 A
Fermentado 0 0 O09+1.1A 27+20A 59443 A 129498 A 16.6x11.1A
Metabolito 0 0 1.0+1.0A 4.1+24AB 7.8t4.2AB 14.0£75 A 19.9+95 A

Figura 22. Respuestas bioldgicas expresadas en semillas de tomate por tratamientos
del fermentado de Bacillus.sp en placas con agar agua.
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De acuerdo al andlisis de varianza realizado para esta variable a los siete dias se tiene
una respuesta significativa, al hacer la comparacion de medias mediante la prueba de
Tukey, se obtuvo que todos los tratamientos estan conformado por distintos niveles,
pero con poca variacion entre ellos, analizando se obtiene que el mas alto fue el
tratamiento control positivo (Rhizobium E-10) seguido por el testigo (utilizado solo
agua) de acuerdo eso los demés tratamientos no lograron alcanzar las medidas en el
transcurso de la prueba como se puede apreciar a las 56 horas (Figura 23) aln mantiene

esa diferencia de valores.
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Figura 23. Promedios de evaluacion del crecimiento de hipocétilo en semillas de
tomate de cada tratamiento a las 56 horas de incubacion.

La Tabla 21 presenta el porcentaje de germinacion de las semillas de tomate a las 48
y 56 horas con los tres tratamientos del fermentado y dos controles, promediando el
resultado de las tres repeticiones de cada tratamiento evaluando con un total de 30
semillas, este calculo del porcentaje en la germinacion se realizo con la finalidad de
comprobar si los tratamientos pueden dar alguna alteracion tanto favorable como
desfavorable siendo para esta Gltima alguna respuesta toxica o favorable como lo que
se ve para esta semilla es el tratamiento de E-10 presentando un mayor porcentaje a
estas primeras horas del 73% seguido por el 60% y 56% de biomasa y control testigo

respectivamente, en esta ocasion para el tomate inicia con menor porcentaje con
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respecto a fermentado y metabolito siendo los extractos de importancia, sin embargo
a partir de las 56 horas de evaluacion estos no sobrepasan el control dando un efecto

poco significativo.

Tabla 21. Promedio de incidencia de los tratamientos en el porcentaje de
germinacion de semillas de tomate a 48 horas.

Tratamientos /(mm) Promedio 48H Promedio56H

Biomasa 60+17.3 A 90+0 A
Control 56.6+15.2 A 63.3+5.7 A
E10 73.3+115A 86.6+11.5 A
Fermentado 43.3+20 A 76.6+15.2 A
Metabolito 50+£17.3 A 83.3+20.8 A

En la Tabla 22 se observa los resultados para las evaluaciones en semillas de tomate,
lechuga y en general para las otras tres evaluadas, coinciden con que las especies tienen
diferentes respuestas que dependen de muchos factores entre cada una de ellas, como
tiempos de exposicién, edad de las semillas, necesidades nutrientes o concentraciones

entre otros.

Tabla 22. Comparacion de promedio de los pesos de semillas por tratamientos
obtenidos al final de la evaluacion.

PESOS (g)

TRATAMIENTO FRIJOL BROCOLI | RABANITO | LECHUGA = TOMATE
BIOMASA 127504 BC 036201 A | 0.39:0.05A  0.11:0.01 AB  0.35:0.06 A
CONTROL 983+09A  028t01A | 027+0.05A  0.15:0.01BC = 0.33+0.01 A
E-10 15.01+1.24C | 0.38+0.07A | 063:t0.1A | 0.16x0.02C | 0.37+0.04 A
FERMENTADO  11.37+39AB  033x06 A  0.33:t0.04 A  0.11x000 AB  0.33:0.03 A
METABOLITO | 14.00+08C | 048+0.06 A | 056+02A | 0.13+0.01 A | 0.37+0.03 A

Los porcentajes de semillas germinadas y longitud de hipoc6tilo se tomaron por
separado como variables dependientes para el analisis de datos.

Previamente se demostrd que estas cepas de Bacillus.sp tienen la capacidad de
producir auxinas estimuladoras del crecimiento vegetal y solubilizar fosfatos (138), lo
gue conjuntamente con los resultados de este trabajo, sustenta una interaccién planta-
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metabolito que permite establecer medidas integrales para el mejoramiento de la salud
de la planta, que redundara en mayores rendimientos agricolas.

El bioensayo con semillas es una prueba estatica (96 horas de evaluacion) en el que se
pueden evaluar los efectos de compuestos puros o de mezclas complejas en el proceso
de germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas durante los primeros
dias de crecimiento. Como puntos finales para la evaluacion de los efectos, se
determina la actividad en la germinacion y la actividad en la elongacion de la radicula
y del hipocétilo y pelos radiculares (Figuras 14, 16, 18, 20, 22). Es importante destacar
que durante el periodo de germinacion y los primeros dias de desarrollo de la plantula
ocurren numerosos procesos fisiolégicos en los que la presencia de una sustancia
puede mejorar la supervivencia y el desarrollo normal de la planta, siendo por lo tanto
una etapa de gran importancia frente a factores externos adversos. Por otra parte,
muchas de las reacciones y procesos involucrados son generales para la gran mayoria
de las semillas, por lo que la respuesta de esta especie y los datos obtenidos a partir de
la aplicacion de esta prueba son en gran medida representativos de los efectos en
semillas o plantulas en general. El éxito o aptitud de una plantula para establecerse en
un ambiente determinado es de gran importancia para garantizar la supervivencia de
la especie. La evaluacion del desarrollo de la radicula y del hipocotilo constituye
indicadores representativos para determinar la capacidad de establecimiento y
desarrollo de la planta.

Con respecto a la prueba tradicional de germinacion de semillas, la evaluacion del
efecto en la elongacién de la radicula y del hipocétilo de las plantulas permite ponderar
el efecto de compuestos solubles presentes, lo suficiente para generar respuesta
favorable, también si los niveles de concentracion no son altos como para inhibir la
germinacién, provocando retardar o inhibir completamente los procesos de
elongacion, dependiendo del modo, tiempo vy sitio de accién del compuesto. De esta
manera, la actividad en la elongacion de hipocoétilo y de la radicula constituyen
indicadores importantes para la evaluacién de efectos bioldgicos en vegetales, la
Tabla 22 aporta informacion complementaria, que proporciona al estudiar el efecto en
la germinacion de manera grupal en los tratamientos al final de la evaluacion.
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3.2. Presencia de enzimas hidroliticas con actividad antifangica contra
Rhizoctonia solani

3.2.1. Deteccion de enzimas hidroliticas extracelulares producidas

3.2.1.1.Presencia de Celulasas.

Se analizaron las diferencias entre las medias de los halos de hidrolisis de los extractos
sobre el sustrato carboximetilcelulosa al 1.0% en placa, donde se obtuvo que los halos
netos de hidrolisis de 9.59 mm y 10.65 mm (Tabla 23) de los inéculos de 56 y 72
horas respectivamente no se diferencian significativamente por lo cual presentan el
mismo poder degradativo sobre este sustrato. Ambos fueron los que presentaron los
mayores halos de hidrolisis pero obtienen el mismo efecto sobre este sustrato;
mientras que hay una diferencia significativa sobre los tres primeros indculos tomados

hasta las 10 h, teniendo los primeros resultados con el menor halo de hidrolisis

presentes entre las 24 y 48 horas (Figura 24).

Figura 24. Actividad de hidrolisis de celulosa de las toma de muestras de 0 a 72
horas de sobrenadante del fermentado de la cepa Bacillus.sp, en placas con medio
CMC.

En la medicion de halo se encuentro una variacion directamente proporcional entre el
tamafio de halo y el tiempo transcurrido, sugiere la existencia de diferentes grados de
eficiencia de hidrolisis representado la cantidad de presencia de las enzimas, las cuales

fueron aumentando de acuerdo al avance del proceso de endosporacién de la cepa de
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Bacillus.sp. Los valores reportados son similares en respuesta de los halos generados
in vitro por los aislamientos evaluados por Diego E. Zambrano Pazmifio et al, quien
hizo el Aislamiento y seleccion de bacterias autoctonas de Manabi-ecuador con
actividad celulolitica.(123) muestra 30 cepas bacterianas aisladas con halos de

hidrolisis de celulosa entre 1.17 y 12.33 mm entre ellas la mayoria de genero Bacillus.

En la Tabla 23 se muestran los 8 muestra con su repeticion que tuvo respuesta positiva
en cuanto a la capacidad celulolitica. Frente a las primeras horas de fermentacion o
inicio de la endosporacion de la bacteria no mostraron actividad celulolitica alguna,
lo cual tiene concordancia con capacidad celulolitica con respecto al proceso en que

se van formando al emplear agar CMC.

Tabla 23. Tamafio de halo (mm) en la prueba in vitro mediante la prueba de CMC
por la accion de 8 muestras de sobrenadante de diferentes tiempos de fermentacion

bacteriana de Bacillus.sp.

Muestras | Halo Muestras | Halo PROMEDIO
Primera | neto Segunda | neto (mm)
repeticion | (mm) | repeticion | (mm)
(h) (h)
0 0 0 0
0
0 5 0 0
5
0 10 0 0
10
4.08 24 4.21 4.14
24
5.62 32 6.42 6.02
32
7.58 48 9.28 8.43
48
8.53 56 9.59 9.06
56
10.47 |72 10.65 | 10.56
72
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3.2.1.2.Presencia de Amilasas

— = _ i -
Figura 25. Actividad de hidrolisis de Amilasas de la toma de muestras de 0 a 72 horas

de sobrenadante del fermentado de la cepa Bacillus.sp en placas con medio
suplementado con almidén.

En la Figura 25, se observa halos alrededor del pozo de siembra de cultivo por.la
produccion y presencia de amilasas en accién generando hidrdlisis del almidén a
partir de la alicuota de 100 uL colocados en cada pocillo de agar. Las amilasas son
endoenzimas provenientes de la cepa Bacillus.sp que ocasionan la hidrolisis al azar de
los enlaces a-(1,4)-glicosidicos de las cadenas lineales de amilosa, provocando una
rapida licuefaccion del almidén sin formacion de azucares simples, aunque queda
hidrolizada una parte considerable del almiddon formado por la amilopectina
compuestos que no dan color con el yodo sublimado, a lo que fue sometido a sus
vapores para dar a revelar en placa. Por lo que se observa los halos formados con
relacién al tiempo, a partir de las 0 a las 72 horas del ensayo de tomas de inoculo de
48 horas de incubacion en las placas del medio, donde se visualiza que a las primeras
10 horas existe una minima produccion de amilasas, mientras que se evidencia que la
concentracion de dicha enzima incrementa notando proporcionalmente el area de
hidrolisis cada vez mayor en la placa con medio enriquecido con almidon como fuente
de carbono. La forma en que favorece la presencia de amilasas en el extracto utilizado

al degradar la fuente de almiddn presentes en el suelo, formando parte de la formacién
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de biofilm, es dando como nutriente la glucosa ayudando a que el hongo se vea
afectado por dos 0 més organismos tratando de utilizar los mismos nutrientes, o bien
de ocupar el mismo nicho o sitio de infeccion elevando la inhibicién por
competencia,(68) como lo mencionado por Beltran Pineda, M.E et al, que menciona

que juegan un papel fundamental en el ciclaje de nutrientes a nivel de suelo.

Tabla 24. Tamafio de halo (mm) en la prueba in vitro con Agar almidon por la accién

de 8 muestras de sobrenadante de diferentes tiempos de fermentacion bacteriana de

Bacillus.sp.

Muestras | Halo Muestras | Halo PROMEDIO
Primera | neto Segunda | neto (mm)
repeticion | (mm) repeticion | (mm)
(h) (h)

0 0 0 0
0

0 5 0 0
5

4.28 10 4.26 4.26
10

6.21 24 7.45 6.83
24

7.22 32 9.06 8.14
32

9.18 48 10.33 9.75
48

9.36 56 10.78 10.07
56

11.29 72 12.56 11.92
72

Este proceso de hidrolisis enzimatica consiste en la accion de enzimas como
catalizadores para romper las moléculas de almidén se dio evidenciado en los datos de
resultados en su produccion a partir de las 10 horas de inoculacién de la bacteria al
medio teniendo un minimo halo de 4.26 mm (Tabla 24). EI microorganismo va
aumentando la concentracién de amilasas en el transcurso del proceso, al mismo
tiempo demostrando la posibilidad en un mayor rendimiento su mayor tamafio del halo
resulto de 12.56 mm, lo que nos da valores muy buenos de produccion en comparacion
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como ensayos de hidrolisis de otros microorganismos como en la investigacion de
Zavaleta et al.(139) presentando valores de entre 5 y 25 mm de didmetro de halos en
la actividad de amilasas.

Finalizando resulta en esta evaluacion de presencia de amilasas positivo para la
produccion de amilasas por la cepa Bacillus.sp utilizada en fermentacion Batch a nivel
de biorreactor en un medio minimo mineral en la que involucra la endosporacion de la

bacteria Bacillus.sp.

3.2.1.3.Presencia de proteasas

Figura 26. Actividad proteolitica de la toma de muestras de 0 a 72 horas de
sobrenadante del fermentado de la cepa Bacillus.sp, en placas con medio proteico

Agar leche.

Resultando positivo para la produccion de proteasas por la cepa Bacillus.sp utilizada
en fermentacion batch a nivel de biorreactor en un medio minimo mineral en la que
involucra la endosporacion de la bacteria Bacillus.sp, al ver los halos transparentes
formados en la placa de agar leche como fuente de proteinas (Figura 26), la incubacion
de las alicuotas de 0 a 72 horas después de 48 horas incubacién y revision se muestra
el perfil de la actividad enzimatica con respecto al tiempo de cultivo, respaldando los
antecedentes reportando proteasas producidas por Bacillus.sp. En fermentacion liquida
donde se alcanza la maxima actividad de halos en la determinacion de proteasas con
la técnica en placa con agar leche descremada, dicha hidrélisis se aprecia a través de
la formacidon de halos alrededor de los pozos del inoculo de 100 uL, lo que indica

actividad proteolitica de las enzimas presentes y sirven para confirmar los resultados
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obtenidos donde se observa que las muestras con mayor actividad proteolitica se da a
las 56 y 72 horas.

El extracto crudo o sobrenadante tomado en muestreo durante el proceso de
fermentacion presentd una actividad proteolitica evidente donde dentro de sus
repeticiones el halo de mayor tamario equivalente a la hidrolisis fue de 13.23 mm a las
72 horas (Tabla 25), el tiempo en la que se presenta las primeras cepas de la enzima
en produccion alrededor es a las 24 horas que present6 halos de 4.84 mm y 5.78 mm,
una actividad enzimatica buena en comparacion a los resultados obtenidos en la
investigacion de Cruz Ramirez et al y Venant Nihorimbere et al, que incluye la
actividad proteolitica de varias cepas microbianas (140) (141)como los principales
productores de proteasas mediante la estimacién de halos de hidrdlisis durante el

screening en placa con halos de 6 hasta 26 mm en un total de 14 cepas.

Se produce un incremento notable en la actividad proteolitica desde las primeras horas

de fermentacidn, el presente trabajo confirma la elevacion de cargas de proteasa.

Tabla 25. Tamafio de halo (mm) de la accién de 8 muestras de sobrenadante del

fermentado bacteriano de Bacillus.sp de la prueba in vitro en Agar Leche.

Muestras | Halo Muestras | Halo Muestras | Halo PROMEDIO
Primera | neto Segunda | neto Tercera | neto (mm)
repeticion | (mm) repeticion | (mm) repeticion | (mm)
(h) (h) (h)

0 0 0 0 0 0
0

0 5 0 5 0 0
5

0 10 0 10 0 0
10

4.84 24 5.52 24 5.78 5.38
24

6.13 32 7.02 32 7.24 6.79
32

8.11 48 11.22 48 10.97 10.1
48

10.51 56 11.78 56 11.39 11.22
56

11.33 72 12.91 72 13.23 12.49
72
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3.2.1.4.Presencias de Quitinasas

Figura 27. Actividad Quitinolitica de la toma de muestras de 0 a 72 horas del
sobrenadante fermentado de la cepa Bacillus.sp, en placas con medio Agar quitina
coloidal, observandose negativo para halos alrededor de los pozo de siembra de
cultivo.

Para la evaluacion de quitinasas in vitro no se evidencio la formacion de algun halo en
las muestras descartando la presencia de estas enzimas en todos los tiempos de
muestreo obtenidos en el sobrenadante de la fermentacion de a cepa de Bacillus.sp.

Reportando asi negativo para el ensayo in vitro de presencia de quitinasas.

Por otro lado, existen estudios que sefialan al género Bacillus con un gran potencial en
la produccidn de quitinasas. El sistema de quitinasas tiene un papel importante en la
degradacion de quitina, por lo que es crucial en la hidrolisis de la pared celular de
hongos(126). La quitina es un polimero de residuos de N-acetil-D-glucosamina
enlazados por union B-1-4, y es un componente comun de exoesqueleto de insectos,
caparazén de crustaceos y pared celular de hongos. Se ha determinado la produccién

de quitinasas por algunas especies de Bacillus con potencial en control biologico.
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3.2.2. Cuantificacion de Proteinas total

Es conveniente realizar una curva de calibracion cada vez que se procese una bateria
de muestras de concentracion desconocida para corroborar la reaccion que se produce
con la que se hace las lecturas de absorbancias obtenidas de los patrones. La
calibracion puede realizarse en principio con cualquier preparado de proteinas
homogéneo y lo més puro posible. Como sustancia de referencia se utiliza
frecuentemente albumina de suero bovino (BSA). Con estos valores de la Tabla 26,
se realiza una curva de concentracion midiendo la absorbancia a 595 nm de la que se
interpolaran los valores de las muestras incognitas de concentracion desconocida
(Figura 28).

En la curva se requiere obtener un R? adecuado, lo cual indica alta linealidad
(R?=0,9912). Se evalu6 la cuantificacion de proteinas totales con el método de
Bradford.

Tabla 26. Absorbancias obtenidas de las muestras patron para la
evaluacion de proteinas totales.

Concentracion Absorbancias
ug/mL Obtenidas

0 0

L 0.086

2 0.158

5 0.225
10 0.332
15 0.433
20 0.527
30 0.695
40 0.869
50 1.027
60 1.228
70 1.397

La curva de calibrado transcurre linealmente a lo largo de todo el intervalo de
concentracion. Por lo tanto, el contenido de proteinas de muestras desconocidas se

determina gréaficamente
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Figura 28. Curva patron para proteinas totales con reactivo Bradford

La determinacion de proteinas totales se realizé por el método de Bradford (1976)
utilizando una curva de calibracion con estandar de seroalbimina bovina (BSA). Es
un método colorimétrico rapido para la cuantificacion de proteinas totales. El reactivo
contiene principalmente Coomassie G-250 que junto con un reactivo en medio acido
(&c fosforico incluido en el reactivo) se une a las proteinas. Esto provoca un

desplazamiento espectral de la forma rojizo amarronado del colorante a un color azul.

En relacion al contenido de proteina de las soluciones de las muestras del fermentado
de Bacillus.sp. Sometidos al metodos de cuantificacion resultando los valores de
concentracion (Tabla 27), se puede observar, que en todos los casos se presentaron
valores confiables por estar dentro del rango lineal; que presentan buena correlacion
en las muestras, mostrando los valores de proteina con cambios minimos de
absorbancia a partir de las 10 horas obteniendo al convertir con los valores en la curva
patrén 3.25 ug/mL y los més altos del ensayo a las 72 horas 52.77 ug/mL, el anélisis
de regresion reveld una buena correlacion en el contenido de proteina (Figura 29),
pero bajas en relacion a lo obtenido por Cabra et al. En cuantificacion de proteinas
totales en extractos crudos de cepas nativas de Bacillus thuringiensis aisladas de
Boyaca y Cundinamarca en la que el minimo de proteinas extraidas 150.71 ug/mL
(142)
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Tabla 27. Absorbancias promedio de las muestras de fermentado.

Muestras | Absorbancias | Concentracion
(h) Obtenidas ug/mL
0.38297872
0 0.114
2.77659574
5 0.159
3.25531915
10 0.168
16.9787234
24 0.426
26.1276596
36 0.598
36.0744681
48 0.785
39.106383
56 0.842
52.7765957
72 1.099
60
50
E
> 40
5
% 30
E —@—ug/ml
2 20
S
10
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Muestras (h)

Figura 29. Curva de presencia de proteinas totales.
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Figura 30. Evaluacion de metabolitos del tipo proteico en las tomas de muestreo
entre las 0 a las 72 horas, de sobrenadante del fermentado de Bacillus.sp.

En la Figura 30 se observa la representacion de las muestras de concentracion
desconocida preparadas para lectura de presencia de proteinas totales de la toma de
muestras obtenidas de 0 a 72 horas, de la realizacion del proceso de fermentado
tomando alicuotas del sobrenadante donde se encuentra las moléculas de formacion
como las enzimas. Resultado que se muestra una diferencia de intensidad de
coloracion que indica distintas concentraciones presente en la produccion, el color
obtenido en la reaccion de formacion con el reactivo azul de Coomasie G-250 (Anexo
2), se ha asociado con la presencia de ciertos aminoacidos basicos (principalmente
arginina, lisina e histidina) en la proteina, aunque también participan en dicha unién
las fuerzas de Van der Waals y las interacciones hidrofébicas. De forma en que el
numero de ligados (Anexo 3), del colorante Coomassie gque se une a cada molécula de
proteina es aproximadamente proporcional a la cantidad de cargas positivas
encontradas en esa proteina. Los aminoacidos libres y péptidos no desarrollan color
con reactivos a base de colorante Coomassie; en general para la correcta utilizacién de

este reactivo.
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Finalmente, este ensayo da una idea con referencia a lo dicho por Norma Margarita De
la Fuente-Salcido, que menciona que las combinaciones binarias de antimicrobianos
mas estudiadas en los ultimos afios se efectian con moléculas de naturaleza proteica,
las bacteriocinas.(143)(144) Las bacteriocinas mas estudiadas y ensayadas en
investigaciones in vitro e in vivo ademés de la Nisina, la Pediocina y la Enterocina
producidas por bacterias acido lacticas, no obstante, se ha confirmado que la mayoria
de los microorganismos son capaces de sintetizar bacteriocinas, por ejemplo la bacteria
entomopatogena Bacillus thuringiensis. Algunas cepas bacterianas como Bacillus
thuringiensis han sido utilizadas para el control de insectos, ya que durante su fase de
esporulacion, B. thuringiensis forma cristales o cuerpos parasporales que contienen
proteinas Cry que presentan actividad ante una gran variedad de insectos y cuyo efecto
toxico es incrementado por la accion de quitinasas bacterianas producidas por el

microorganismo.(145)

3.2.3. Actividad Antagonista in vitro

El crecimiento de R. Solani en presencia de los ocho inéculos bacterianos muestra un

porcentaje de inhibicion a los 4 dias significativamente superior respecto al porcentaje

de inhibicion encontrado desde las 0 a las 24 horas de inicio de incubacién (Figura
31)

Figura 31. Inhibicion del crecimiento del hongo Rhizoctonia solani por efecto del
sobrenadante compuesto de metabolitos presentes en el fermentado de Bacillus.sp
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Se presentd mayor actividad en los indculos tomados en relacion proporcional a la
formacion de los metabolitos producidos con respecto al tiempo de tomas del
muestreo, los halos aparecen a partir de las 24 horas con 22.2% de inhibicién de
acuerdo a la formula (R1 - R2)/R1 x 100 se obtiene para 36 h con 24.3%; 48 h con
25.2%; 56 h con 33.3% y 72 h con 36.4%, se puede determinar la formacion de las
enzimas hidroliticas formando parte del conjunto de metabolitos que participan en la
degradacion y que formar parte en detener la propagacion del hongo (Tabla 28). Los
miembros del género Bacillus.sp son los microorganismos beneficiosos mas utilizados
como bioplaguicidas para el control de enfermedades flngicas.(146) Su efecto
protector puede deberse a la presencia de diferentes mecanismos para influir
negativamente, de forma directa o indirecta, en el crecimiento de patogenos. Varios
autores han informado la actividad antagonista del género Bacillus.sp sobre diferentes
hongos Fito patdgenos lo que se atribuye a la produccion de antibidticos

Los mayores valores del efecto antagénico de los aislados de Bacillus.sp frente a este
hongo se obtienen en el menor tiempo probado (cuatro dias), que podrian estar
relacionados con el aumento de la produccién de metabolitos anti fungicos por parte
de este inoculo y/o con la produccién de compuestos por parte de la bacteria en el
biorreactor que inhiban el crecimiento.

Tabla 28. Resumen de resultados obtenidos en los analisis de enzimas hidroliticas y
antagonismo.

Muestras(horas) Produccién Produccion Produccién Produccion  Prueba de
de de de de antagonismo
Celulasas  Amilasas  Proteasas  Quitinasas

0 - - - - -
5 g ki - - -
10 - + - - -
24 + + + - +
36 ++ ++ + - +
48 ++ +++ ++ - ++
56 +++ +++ +++ - +++
72 ++++ ++++ ++++ - +++

Metabolitos positivos (+) y metabolitos negativos (-) Tamafio de los halos de
actividad: (-) No se evidencia halo, (£) Tamafio del halo < a 2mm, (+) Aproximado a
3 mm, (++) aproximado a 5mm, (+++) aproximado a 7mm, (++++) aproximado a
11mm, (+++++) aproximado 12mm.
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El efecto obtenido por los aislados en el presente trabajo, debido a la presencia de
diferentes sustancias metabdlicas generadas en el fermentado de la bacteria con efecto

de biocontrol, mostr6 antagonismo in vitro frente a la cepa del hogo Rhizoctonia
Solani por medio de halos de inhibicion formados reprimiendo su crecimiento de su

micelio en el area total de la placa de cultivo, estos resultados son evidencia con los
informados previamente por otros autores que coinciden como Yasmin et al. (147)
Demostraron la capacidad de miembros del género Bacillus.sp de ejercer efecto
biocontrolador inoculandolos con efecto de microorganismos antagonistas. Debido a
que ciertas bacterias antagonicas se consideran agentes ideales de control biol6gico
debido a su rapido crecimiento, facil manejo y colonizacién agresiva de la
rizosfera. Estas bacterias pueden mediar en el control bioldgico por uno o mas de los
diversos mecanismos de supresion de la enfermedad. Un mecanismo primario de
inhibicion de los patogenos es la produccion de metabolitos secundarios y otros factores
como la produccién de las enzimas liticas también pueden desempefiar un papel de
complemento en el proceso junto con otras sustancias como el cianuro microbiano. Estas
bacterias estan involucradas en el control bioldgico de enfermedades bacterianas,
fangicas y virales de las plantas. Los trabajos actuales sobre el efecto antagdnico de
algunos microorganismos una de las técnicas desarrollas apartir de respuestas en
germinacion es llamado «priming y biopriming» como mecanismos de induccion de
respuestas globales de la planta. Que se refiere a la manipulacion del medio ambiente
en crecimiento, antes y después del trasplante, En paralelo, las plantas en su medio
ambiente natural estd colonizado por muchas bacterias, hongos y micorrizas, in vitro o
ex vitro de las plantas micropropagadas con tales organismos pueden mejorar la planta
rendimiento en entornos de estrés, y en consecuencia mejora el rendimiento, los
resultados indican un potencial prometedor para la diversificacion de la industria
mediante la produccion de metabolitos utiles como subproductos.(148)

A diferencia del uso de los microorganismos directamente para estas funciones la
desventaja es que estos necesitaran condiciones especificas para que se activen estas
funciones favorables y cabe la posibilidad que no funcione en presencia de otros cultivos

de los que no sean nativos. Dentro de la caracterizacion se logré identificar sustancias
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producidas metabdlicamente por la cepa con usos especificos, se podrd implementar a
Bacillus.sp al cepario base para la formulacion de los agentes biocontrol y PGP.

3.3. Conservacion de metabolitos con actividad de promocién del crecimiento
vegetal y antifungica a nivel de invernadero

Figura 32. (A) muestra el resultado 6.53 g de liofilizado de 250 mL de fermentado.
(B) muestra el resultado de 6.26 g de liofilizado de 250 mL del sobrenadante obtenido.

La Figura 32 representa el resultado obtenido después del proceso de liofilizado del
fermentado y sobrenadante, teniendo una concentracion de 26.12 g/L y 25.04 g/L
respectivamente.

3.3.1. Parametros Agronomicos e incidencia de la enfermedad

3.3.1.1. Evaluacion de la Parte Aérea (masa foliar) de la plata de frijol

Figura 33. Comparacion de la parte aérea de plantas de frijol con efecto de PGP por
los tratamientos en conservacion del fermentado de Bacillus.sp

En la imagen mostrada se observa de izquierda a derecha Ft.a (fermentado a
temperatura ambiente); F 4 °C(fermentado a 4 C); F-20 °C(fermentado a -20 °C); F lio
(fermentado en estado de liofilizacion); St.a (Sobrenadante a temperatura ambiente);
S 4°C(Sobrenadante a 4°C); S-20 °C(Sobrenadante a -20 °C); S lio (Sobrenadante en
estado de liofilizacion);E-10(cepa Rhizobium Etil-10); H,O ( tratamiento blanco solo

agua)
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En la Figura 33 permite observar el efecto de la aplicacion de los tratamientos que
muestran sobre la estimulacion del crecimiento aereo de la planta de frijol. Debido a
la presencia de auxinas, y efecto de solubilizacion de fosfatos como principales
factores que determinan el normal desarrollo de una planta, especialmente en ciertas
partes de su ciclo de vida, como al inicio de su desarrollo y crecimiento cuando las
plantulas son muy vulnerables y requieres de dosis de sustancias que mantengan su
desarrollo normal. Estas actividades facilitan la asimilacion de nutrientes y minerales
del suelo, ayudando a la disminucion de la actividad patogénica de organismos de la
micro flora de la raiz y la sintesis de metabolitos bioestimuladores como AlA también
da inicio a la produccion de otras fitohormonas principalmente en una serie de
procesos fisioldgicos que incluyen el alargamiento y division celular, diferenciacion
de tejido, que propician el desarrollo vegetal, trae como consecuencia un mayor vigor
de las plantas, asi como también el incremento del desarrollo radical, lo cual genera
un aumento en la captacion y aprovechamiento de agua por las raices debido a que

ocurre una mayor exploracion del suelo(149).

Dicho esto, se observa que los tratamientos de mejor aspecto foliar de frijol son los F-
20°C, F lio, S-20°C y S lio por el nimero de hojas el tamafio y color que presenta la
planta frijol en comparacion con el tratamiento control positivo con el Rhizobium
E-10 son similares de forma positiva mientras que los otros tratamientos incluido el
blanco solo en agua se observa menos hojas, menor tamafio, menos peso y clorosis
pronunciada en la mayoria de su area.

Se selecciono cuatro de las repeticiones por cada tratamiento en conservacion utilizado
tanto del sobrenadante como del fermentado aplicado a las plantulas de frijol de 12
dias de sembrado, ya mencionados en invernadero (Anexo 4), se les colocé una
semillas de trigo usado como soporte de Rhizoctonia solani (patégeno, P) proveniente
de un cultivo en medio PDA, dentro del sustrato a unos 3 cm de cada planta
envainadora, tan profundo como fue posible, sin dafiar a la planta. Se procedié a
humedecer la zona de inoculacion con agua estéril para evitar la intervencion de
cualquier otro sustancia 0 microorganismo y para mantener una alta humedad relativa

en el mismo y favorecer el desarrollo de la enfermedad. Se evalud la incidencia de
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plantas infectadas por R. solani. Representado el estado de estos (Figura 34).
Presentan diferencias en el area foliar un mejor aspecto las plantas con el tratamiento
a conservacion a -20°C vy liofilizado tanto del sobrenadante y fermentado los en
comparacion con el control quimico que no tiene efecto del hongo siendo u toxico mas
eficiente, mientras que los otros tratamientos el hongo es mucho mas invasivo en la

planta insidiendo a la perdida y resecamiento de muchas hojas.
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Figura 34. Comparacion de la parte aérea de la planta de frijol con efecto antagonico
de los tratamientos frente al hongo Rhizoctonia solani.

En la imagen mostrada se observa de izquierda a derecha Ft.a (fermentado a
temperatura ambiente); F 4 °C(fermentado a 4 C); F-20°C(fermentado a -20°C); F lio
(fermentado en estado de liofilizacion); St.a (Sobrenadante a temperatura ambiente);
S 4°C(Sobrenadante a 4°C); S-20 °C(Sobrenadante a -20 °C); S lio (Sobrenadante en

estado de liofilizacion);PA(patégeno); CQ (control quimico)

La Tabla 29 muestra un resumen de los valores promedio resultantes de la evaluacion
del tamafio desarrollado por el tallo desde el cuello de la raiz hasta su apice y los
valores del peso fresco y seco de toda el area foliar de la planta de frijol, comparando
todos los tratamientos donde se remarcan los tratamientos con mayores cifras de color
rojo y los controles de color azul, los restantes mostraron ser menores y/o similares
entre si.

Los resultados obtenidos de acuerdo al analisis de varianza en comparacion de los
tratamientos con los pardmetros evaluados, se podria decir que las diferencias
registradas fue debido a las condiciones de los in6culos en los tratamientos que fueron
sometidos por un mes a un estado de conservacion en frio diferente, en donde sus

componentes presentan alta significancia destacando principalmente el efecto PGP
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que mantiene a la planta en su crecimiento sin intervencion de ninguna otra sustancias

como soluciones hidroponicas enriquecidas y la resistencia a la incidencia del

patdgeno brindandole proteccion a la planta buscando tener efectos que puedan

reemplazar a los quimicos como fungicidas, en los que vemos resaltar los tratamientos

sometidos a conservacion de -20°C vy liofilizado.

Tabla 29. Efecto metabdlico a diferentes temperaturas de conservacion.

TRATAMIENTO | ALTURA (cm) PESO FRESCO (g) | PESO SECO (g)
Fta 1458+2.11 ABCD | 7.90+2.40 ABCDE | 0.73£0.33 ABC
F4C 16.13 + 0.65 BCD 9.10 + 1.50 DE 0.87 +0.20 ABC
F-20C 17.25+0.80 D 8.69 + 1.76 BCDE 1.01+0.19 BC
F lio 1683+ 1.44 CD 950+ 1.73E 1.11+0.32 ABC
Sta 1535+ 1.03 ABCD | 6.80 £2.06 ABCDE | 0.73+0.26 ABC
s4ac 15.7 +0.98 ABCD | 7.86+1.38 ABCDE | 0.91+0.15 ABC
S -20C 16.56 +1.15 CD 9.53 + 1.49 CDE 1.18+ 0.30 ABC
Slio 17.15+1.08 D 1024+ 1.04E 1.43+0.37 BC
E10 15.62 +1.53 BCD 958+ 1.68E 112+0.19C
H20 15.08+0.62 ABCD | 852+1.20 ABCDE | 1.03+0.23 ABC
Fta Pat 1431+1.05 ABCD | 517+325ABDCE | 0.85+0.17ABC
F4C Pat 15.36 + 2.64 ABCD 3.50 + 1.44 AB 0.84x0.19 ABC
F-20C Pat 17.00 + 208 D | 6.71+4.16 ABCDE 1.03+0.26 BC
Flio Pat 1532 +1.17 ABCD | 6.11+3.34 ABCDE | 0.93+0.21 ABC
Sta Pat 12.68%3.27 ABC 3.48+0.90 A 0.69 +0.29 AB
S4C Pat 13.63+3.49 ABCD | 5.89+3.64 ABCDE | 0.80+0.29 ABC
S-20C Pat 13.68+4.29 ABCD | 6.97 +5.01 ABCDE 0.90+0.19ABC
Slio Pat 12.12+3.48 AB 5.57 +2.03 ABC 0.84+0.23 BC
PA 11.90 292 A 4.10 + 2.96 ABCD 0.58+0.20 A
cQ 1459+ 1.20 ABCD | 7.51*2.46 ABCDE | 0.94+0.29 ABC
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Figura 35. Comparacion de los valores de altura de la parte aérea de la plata de
frijol obtenidos en los 20 tratamientos, aplicados en el experimento con
evaluacion para PGP y PGP + Patdgeno, frente a dos controles (E-10 y C.
Quimico)

La Figura 35 muestra la diferencia estadistica de altura para cada uno de los 20 niveles
de Tratamientos. La intencion principal del analisis de varianza de un factor es la de
comparar las medias de los diferentes niveles, enlistados aqui bajo la columna de
promedio. Entre los tratamientos la diferencia significativa no es muy grande en este
pardmetro por lo que las desviaciones estandar se ven descubiertas a una diferencia
de més de 3 a 1 entre la desviacion estandar méas pequefia y la mas grande. Esto puede
causar problemas puesto que el analisis de varianza asume que las desviaciones
estandar de todos los niveles. Pero aun asi se observa una diferencia no significativa
con un promedio mayor de peso de los tratamientos de sobrenadante y fermentado con
la temperatura de conservacién de -20°C vy liofilizado, en comparacion con los otros

tratamientos, de igual manera para los de control patégeno

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @ DE SANTA MARIA

Al tener peso fresco aéreo y peso seco no difieren con los resultados al comparar las
variedades de los tratamientos probados sobre la planta de frijol. En la Figura 36 se
observa que para el peso fresco del area foliar, S lio (sobrenadante liofilizado) muestra
un valor superior 10.24 g de promedio de todas las repeticiones. También esta misma

variedad se mantiene por encima para el peso seco aéreo (1.43 g/planta) (Figura 37)
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Figura 36. Comparacion de los valores de peso fresco de la parte aérea de la plata
de frijol obtenidos en los 20 tratamientos, aplicados en el experimento  con
evaluacion para PGPy PGP + Patdgeno, frente a dos controles (E-10 vy
Quimico)

Para ambos pesos (fresco y seco) se tiene que las temperaturas de conservacion de los
metabolitos dieron diferencias en la evaluacion se ven efectos crecientes de acuerdo
a las temperaturas, teniendo menor rendimiento las de conservacion a temperatura
ambiente, mientras que conforme baja la temperatura de conservacion al frio es decir
de 4°C a -20°C grados los efectos son méas favorables en cuanto a la biomasa foliar
de la planta y mejor resultado a la conservacion presenta el sistema por liofilizado,
estos resultados para el grupo de plantas de solo la evaluacion de PGP , Por otro lado
se tiene el lote de plantas con estos tratamientos pero mas la incidencia de la
inoculacidn del patdgeno Rhizoctonia solani, teniendo aun asi el control quimico (CQ)
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muy superior aun a los demas extractos, pero representando a su mayor proximidad
los tratamientos de F-20°C PAT, Flio PAT, S -20°C PAT y Slio PAT con respecto a

su eficiencia de biocontrol frente al estado de la planta como se representa en la

Figura 37.
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Figura 37. Comparacion de los valores de peso seco de la parte aérea de la plata de
frijol obtenidos de los 20 tratamientos aplicados en el experimento con evaluacion
para PGPy PGP + Patogeno, frente a dos controles (E-10 y Quimico)

Para la evaluacion de la parte aérea de la panta es posible que se hubieran apreciado
mas resultados y diferencias, si el frijol hubiera llegado a la fase productiva debido a
que la intervencién de los in6culos quizéas hubiera intervenido en el nimero y/o
caracteristicas de las vainas por plantas y semillas por vaina. Por otra parte, es que
queda indicado que en las condiciones en las que se encontraba la planta de
leguminosa es afectada negativamente para llegar al final de su desarrollo por la
deficiencia de enriquecerla con solucién nutritiva y por la incidencia del hongo, la
ausencia de esta probara mejor la actividad de los in6culos provenientes del extractos
de metabolitos de la bacteria y por lo que se ha demostrado en este ensayo, la planta
es capaz de expresar por si misma todo su potencial en estas condiciones y por
extension la interaccion entre planta y sustancias metabdlicas con respuesta a

conservacion a la que fue expuesta.
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Figura 38. Raiz de plantas de frijol con efecto de PGP de los tratamientos.

En la imagen mostrada se observa de lzquierda a derecha, Ft.a (fermentado a
temperatura ambiente); F 4°C(fermentado a 4C);F-20°C(fermentado a -20°C);F lio
(fermentado en estado de liofilizacion); St.a (Sobrenadante a temperatura ambiente);S
4°C(Sobrenadante a 4°C);S-20°C(Sobrenadante a -20°C);S lio (Sobrenadante en
estado de liofilizacién);E-10(cepa Rhizobium Etil-10); H,O ( tratamiento blanco solo

agua)

El experimento evidencio el efecto significativo que tiene el coctel de metabolitos. En
la Figura 38 representa el volumen radicular que género con cada uno de los
tratamientos junto con la promocién de crecimiento, se puede observar en los
resultados del lote de plantas para PGP que los tratamientos de conservacion a
temperatura ambiente y 4°C el volumen de raiz es menor, mientras que para los
tratamientos a -20°C y liofilizado se encuentran en mejor estado y con presencia de
nodulos radiculares con buen respuesta en comparacion en el efecto del control E-10.

Las plantas que presentan por complicaciones o reduccion en crecimiento tanto de raiz
y area foliar, se le puede atribuir dificultadas futuras a una alteracion a la absorcion
en la tasa fotosintética y modificacion en el metabolismo y su posterior distribucion
que la produccion de biomasa y relacion raiz/follaje son criterios cominmente
utilizados, para seleccionar individuos que puedan resistir a condiciones diferentes de

suelo como tolerancia a condiciones extremas (150).
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Por otra parte, las variables de evaluacion de la raiz como su longitud, peso fresco y
seco se vio afectado de manera notoria, por la infeccion del hongo inoculado
Rhizoctonia solani en ambas areas, viendo una pudricién en la raiz que con frecuencia
afecta en las plantulas induce muerte. Las lesiones son ovales, hundidas, de color café
rojizo y aspecto seco en los tejidos. Se observa flacidez del follaje y posteriormente el
secamiento total por la deficiencia de nutrientes debido al bajo transporte de nutrientes
y asimilacion por parte de la raiz y una avanzada podredumbre del tejido de raiz, por
lo que se ve presente una clorosis (Figura 39) destruyendo las células vegetales e
inhibiendo la sintesis de hormonas, lo que limita el crecimiento de la planta.

El dafio inducido por R. solani es méas severo en las primeras etapas de desarrollo de

las plantas (Figura 39)

Figura 39. Raiz de plantas de frijol con efecto antagonico de los tratamientos frente
el hongo Rhizoctonia solani.

En la imagen mostrada se observa de izquierda a derecha Ft.a (fermentado a
temperatura ambiente); F 4°C(fermentado a 4C); F-20°C(fermentado a -20°C); F lio
(fermentado en estado de liofilizacion); St.a (Sobrenadante a temperatura ambiente);
S 4°C(Sobrenadante a 4°C); S-20°C(Sobrenadante a -20°C); Slio (Sobrenadante en

estado de liofilizacion); PA(patdégeno); CQ( control quimico)
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Tabla 30. Efecto metabdlico a diferentes temperaturas de conservacion sobre la raiz

de la planta de frijol

TRATAMIENTO/(mm) | Largo de Raiz (cm) | Raiz peso fresco (g) | Raiz peso seco (g)
Fta 13.33+2.06 A 6.80+2.6 ABCD 0.56+0.22 ABCD
F4C 14,16+ 1.83 A 7.56 £2.9 ABCD 0.74+£ 0.17 ABCD

F-20C 16.16+ 1.32 A 9.28+3.43 D 0.94+0.31 BCDE
F lio 16+ 0.89A 7.04 £1.12ABCD 0.94+ 0.41 ABCDE
Sta 12.83£2.7 A 8.59+ 2.11 ABCD 0.72+£0.24 ABCD
S4C 14,28+ 1.83 A 9.39+£2.07 D 1.00+0.46 CDE
S-20C 17.46x£2.17 A 9.37£2.07 D 146+ 0.43 E
S lio 16.56+ 1.49 A 9.22+2.4 D 0.66+0.22 ABCD
E10 17.4+4.42 A 5.78+ 2.7 ABCD 0.58+ 0.23 ABCD
H20 16.45+£4.6 A 8.31 + 1.80CD 0.56+0.12 ABC
F ta Pat 8.98£2.2 A 3.76 £3.04 AB 0.46+0.31 ABC
F 4C Pat 10.07+1.8 A 3.67 £+0.66 A 0.34+0.14 A
F -20C Pat 1263t 15 A 7.03£2.01 ABCD 0.65+ 0.49 ABCD
Flio Pat 13.62+4.0 A 8.27+1.84 BCD 0.74+ 0.26 ABCD
Sta Pat 9+ 2.67 A 4.1+ 257 ABC 0.43+£ 0.28 ABC
S4C Pat 12.81£4.0 A 7.24 £4.71 ABCD 0.66+ 0.37 ABCD
S-20C Pat 12.5+ 2.20A 5.69 £ 1.90 ABCD 0.58+ 0.25 ABCD
S lio Pat 11.85+ 3.5A 6.52 +1.91 ABCD 1.08+0.50 DE
PA 16.66£7.8 A 4.46 £2.10 ABC 0.37£0.12 AB
CQ 16.48+£5.7 A 6.58+ 3.29 ABCD 0.55+0.23 ABC

En la Tabla 30 se observa los valores promedio de los tres primeros parametros
agronomicos evaluados en la raiz, comparando todos los tratamientos donde se
remarcan los tratamientos con mayores cifras de color rojo y los controles de color
azul, los restantes mostraron ser menores y/o similares entre si. Bacillus.sp estudiado
en el incremento de la nodulacion (Tabla 31) Se encontraron diferencias significativas
en todos los parametros evaluados (Tabla 30 y 31), tanto en la biomasa de los nédulos
como en su peso seco (Figura 43).dando notar el estado y efecto en que se encuentra
cada uno de las porciones de inoculo en este caso mayor conservacion tanto del aspecto
en cantidad de la raiz y nodulos se encuentra al sobrenadante llevado a liofilizacién
utilizado (S lio) y (F lio) el cual en comparacion con el potencial efecto del Rhizobium
E-10 utilizado como control positivo se encuentran con similitud de datos. Mientras
los otros tratamientos como el sobrenadante y fermentado a 4°C y temperatura
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Figura 40. Analisis del tamafio de raiz obtenido en cada tratamiento del fermentado
y sobrenadante a diferentes temperaturas de conservacion en la planta de frijol.

La variable longitud de raiz (Figura 40) presentd un valor maximo de 17.56+ 2.17 cm,
que correspondio al tratamiento de S -20°C, mientras en los tratamientos de 4°C y
temperatura ambiente son los mas bajos, teniendo de igual manera el mejor resultado
en la variable de peso seco de la raiz tanto para la promocién de crecimiento como
para la incidencia del patdgeno (Figura 42) un mejor resultado tanto en el fermentado
como en el sobrenadante en estado de conservacion de congelado a -20°C y de
liofilizado. Nuevamente el rendimiento de los tratamientos inoculados superd
significativamente al control sin inocular, pero fue inferior al control inoculado con el
control quimico. A pesar de que las consideraciones anteriores podrian explicar
nuestros resultados, los mismos parecen no ser consistentes con el desarrollo radical
observado ya que, las plantas tratadas con el inoculo a S -20°C y S lio mostraron los
mayores valores de biomasa radical (Figura 41) con lo cual este grupo debid ser el que
mostrara el mayor potencial; asi, las diferencias en el estado de las plantas no pueden
ser atribuidas en su totalidad al crecimiento radical.
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Figura 41. Peso de raiz obtenido en cada tratamiento del fermentado y sobrenadante
a diferentes temperaturas de conservacion en la planta de frijol.
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Figura 42. Peso seco de raiz obtenido en cada tratamiento del fermentado y
sobrenadante a diferentes temperaturas de conservacion en la planta de frijol.
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Figura 43. Peso seco de nodulos obtenido en cada tratamiento del fermentado y
sobrenadante a diferentes temperaturas de conservacion en la raiz de la planta de
frijol.

Enla Tabla 31 se han identificado 4 grupos homogéneos segun la alineacion de las
letras en mayuscula representando la posicion de X's en columnas. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una
misma columna de letras. El método empleado actualmente para discriminar entre las
medias es el procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey.
Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno 0 mas pares son

significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.
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Tabla 31. Efecto metabdlico a diferentes temperaturas de conservacion sobre la raiz
de la planta de frijol diferenciando la presencia nodular e incidencia de la enfermedad

del hongo.
TRATAMIENTO | Nodulos (g) Nod, peso seco(g) | Incidencia
0.05+ 0.28 AB
Fta 0.29+ 0.69 A 0
0.06+0.31 AB
FAC 0.33+0.80 A 0
0.07£0.17 AB
F-20C 0.21+0.17 A 0
y 0.11+0.46 AB
F lio 0.34+0.46 A 0
0.05+0.09 A
Sta 0.09+0.09 A 0
0.09+ 0.20 AB
S4C 0.26+0.59 A 0
0.07+£ 0.07 AB
S -20C 0.27+0.30 A 0
. 0.13£0.05 A
S lio 0.15+0.20 A 0
0.28+0.20 B
E10 1.143+0.47 B 0
0.02+0.02 A
H20 0.24+0.25 A 0
0.023+0.04 A
F ta Pat 0.14+0.26 A 8.25+ 1.03 CD
0
F 4C Pat 0 9+ 0D
0.006+0.01 A
F -20C Pat 0.03+0.09 A 7.25+1.28 BC
0
F lio Pat 0 7.25+0.70 BC
0.03£ 0.09 A
Sta Pat 0.04+0.08 A 8.25+1.03 CD
0.07+£0.18 AB
S 4C Pat 0.16+ 0.23A 8.5+ 0.92 CD
0.005+0.008 A
S-20C Pat 0.05+0.07 A 8.25+1.03 CD
0
S lio Pat 0 6.5+0.92 B
0.012+ 0.007 AB
PA 0.13+ 0.06A 8.2+£1.39CD
0.05£0.10 A
CQ 0.42+0.71 A 0+0 A

En la Tabla 32 aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar
cuales medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida
muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. EIl asterisco que se
encuentra al lado de los 17 pares indica que estos pares muestran diferencias

estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza.
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Tabla 32. Comparacion multiple de incidencia de enfermedad causada por
Rhizoctonia solani.

Contraste Sig. |Diferencia |[+/- Limites
CQ - F-20C Pat * 1-7.25 1.4762
CQ - F4C Pat * 1-9.0 1.4762
CQ - F lio Pat * |-7.25 1.4762
CQ-FtaPat * 1-8.25 1.4762
CQ-PA * 1-8.11111 |1.42992
CQ - S -20C Pat * 1-8.25 1.4762
CQ - S 4C Pat * 1-85 1.4762
CQ-Slio Pat *  1-6.5 1.4762
CQ-St.aPat *  1-8.25 1.4762
F-20CPat-F4CPat |* |-1.75 1.55605
F -20C Pat - F lio Pat 0 1.55605
F -20C Pat - F t.a Pat -1.0 1.55605
F -20C Pat - PA -0.861111 |1.51221
F -20C Pat - S -20C Pat -1.0 1.55605
F -20C Pat - S 4C Pat -1.25 1.55605
F -20C Pat - S lio Pat 0.75 1.55605
F -20C Pat - S t.a Pat -1.0 1.55605
F 4C Pat - F lio Pat il 8 1.55605
F 4C Pat - F t.a Pat 0.75 1.55605
F 4C Pat - PA 0.888889 (1.51221
F 4C Pat - S -20C Pat 0.75 1.55605
F 4C Pat - S 4C Pat 0.5 1.55605
F 4C Pat - S lio Pat S 1.55605
F 4C Pat - S t.a Pat 0.75 1.55605
F lio Pat - F t.a Pat -1.0 1.55605
F lio Pat - PA -0.861111 |1.51221
F lio Pat - S -20C Pat -1.0 1.55605
F lio Pat - S 4C Pat -1.25 1.55605
F lio Pat - S lio Pat 0.75 1.55605
F lio Pat - S t.a Pat -1.0 1.55605
F t.a Pat - PA 0.138889 (1.51221
Ft.aPat-S-20C Pat 0 1.55605
F t.a Pat - S 4C Pat -0.25 1.55605
FtaPat-Slio Pat * 1175 1.55605
Ft.aPat-StaPat 0 1.55605
PA - S -20C Pat -0.138889 |1.51221
PA - S 4C Pat -0.388889 |1.51221
PA -Slio Pat * 11.61111 (151221
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PA - St.aPat -0.138889 |1.51221
S -20C Pat - S 4C Pat -0.25 1.55605
S-20CPat-Slio Pat |* |1.75 1.55605
S -20C Pat - S t.a Pat 0 1.55605
S 4C Pat- S lio Pat * 120 1.55605
S 4C Pat - S t.a Pat 0.25 1.55605
Slio Pat- S t.aPat * |-1.75 1.55605

* Indica una diferencia significativa.

Los resultados del trabajo demuestran la mejora de algunas caracteristicas en plantas
de frijol como el crecimiento vegetativo y de raiz, en el efecto de biocontrol retarda la
incidencia del hongo patégeno Rhizoctonia solani y la agresion de ataque con respecto
a la infeccion, cuando las plantas son inoculadas con los tratamientos, el que mayor
efecto tuvo sobre el patdgeno fue tanto el fermentado como el sobrenadante sometido
a conservacion por liofilizado (Figura 44), aunque no hubo diferencias significativas
con los otros tratamientos a diferentes temperaturas en efecto en las plantas en las que
fueron inoculadas, mostrando un indice porcentual del 100% de incidencia del total
de las plantas infectadas, de acuerdo a la formula de Van der Plank (1975) en
Principles of Plant Infeccién, en comparacién con el control quimico de la incidencia
sobre R. solani fue méas acentuado el efecto atenuando casi en totalidad su infeccion,
de esta forma, los resultados sugieren que para tener un efecto integral sobre plantas
de frijol, se podria establecer un patrén de re inoculacion de los tratamientos, debido

al efecto complementario en que actda reduciendo el crecimiento del micelio.
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Figura 44. Grado de severidad de la Incidencia del hongo (Rhizoctonia solani)
obtenido en cada tratamiento del fermentado y sobrenadante a diferentes
temperaturas de conservacion en la planta de frijol.

Los resultados obtenidos de los pardmetros agronémicos: tamafio de la planta, raiz,
peso seco y fresco de la plantula de frijol, nos demostraron que existe diferencias
significativas estadisticamente comparadas con los controles, lo que denota la relacién
con la produccion de sustancias promotoras de crecimiento vegetal que activan varias
respuestas en el desarrollo de las células vegetales, a nivel fisiologico, nivel
bioguimico y nivel morfolégico, de igual manera en respuesta con otras semillas de
hortalizas no leguminosas para la potencia de una semilla vigorosa de buena calidad,

en lo que se veria una buena biomasa vegetativa.

Por el otro lado el efecto de los in6culos para con la incidencia del hongo no se ve un
efecto eficiente en comparacion con el control quimico, solo muestra un control
minimo mas no su eliminacion total de la infeccidn se puede ver que debe requerir
quizas de una mayor concentracién de enzimas hidroliticas que podria ser medida en
dosificaciones o también actuar en conjunto con otros componentes de actividad

antifungica.
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4. CONCLUSIONES

1. EIl fermentado producido por la cepa Bacillus.sp, en evaluaciones in vitro, dio
positivo las pruebas de presencia de acido indol acético y para solubilizacion de
fosfatos, resultados que aportara a la accion de promocion de crecimiento vegetal
(PGP), la accion de los inoculos en semillas en el periodo de germinacion no
presento toxicidad, se observo en el crecimiento de hipocotilo e incremento de pelos
radiculares con respecto del control testigo. El inoculo del sobrenadante favorecio
en las semillas tanto de frijol, rabanito y brécoli un mayor desarrollo de pelos
radiculares dandole mayor volumen y area de adsorcion a la raiz de la futura planta,
en las semillas de tomate y lechuga los efecto fueron menores.

2. La evaluacién in vitro de enzimas hidroliticas resulto positivo para Celulasas,
Amilasas y Proteasas, mientras que para Quitinasas fue Negativo, obteniendo en el
Bioensayo de Biocontrol los halos de inhibicion de crecimiento frente el hongo

Rhizoctonia solani.

3. Existio unarespuesta significativa en las plantas de frijol, lo que indica una influencia
marcada de las caracteristicas de las plantas en dichas variables por los tratamientos,
los resultados demostraron que las plantas inoculadas con el sobrenadante de
temperatura de conservacion a -20°C y Liofilizado, presentaron mayor promedio en
altura del tallo, longitud de raiz, peso seco y un notable desarrollo vegetativo de la

planta.
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5. RECOMENDACIONES

e Incursionar en la busqueda de méas de compuestos producidos por el género
Bacillus.sp, al mismo tiempo, es necesario realizar experimentos en condiciones
de campo, para evaluar la interaccion con los microorganismos y sustancias en el

suelo.

e Hoy en dia también se estan investigando cepas bacterianas modificadas
genéticamente que mejoran e incluso potencian la accién e interaccion con las
plantas, habiendo encontrado una cepa bacteriana que posee la capacidad de
producir mas de un metabolito beneficioso, se podria obtener consorcios de
bacterias agrupadas por la produccion potencial de un metabolito en especifico

facilitando la purificacion del compuesto.

e Se hace necesario explorar alternativas agroindustriales, que permitan conservar

sus propiedades funcionales de aplicacion.

e Las enzimas obtenidas también pueden ser utilizadas en la industria de

detergentes, industria del cuero, entre otras.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Medios de cultivo

No existe medio de cultivo ideal para cultivo de hongos y bacterias ya que las
exigencias de las diferentes especies varian considerablemente. los medios de cultivo
se clasifican de acuerdo a su composicion en dos grandes grupos : medios naturales
compuestos de infusiones de productos naturales, cuya composicion exacta no se
conoce y medios sintéticos que tienen ingredientes de composicion quimica conocida

y por lo tanto pueden duplicarse con cierto grado de precision.(151)

a. Caldo de cultivo TSB

FUNDAMENTO:

Caldo de soya triptona (Tryptic Soy Broth) (TSB) es un medio liquido nutritivo
universal nutritivo por el contenido de peptona de soja y peptona de caseina que
favorece el crecimiento de una amplia variedad de microorganismos exigentes, en
especial las bacterias anaerobias facultativas y aerobias comunes(152),la composicion
del medio permite el crecimiento satisfactorio de una cantidad de microorganismo ,
el cloruro de sodio mantiene el equilibrio osmatico, mientras que el fosfato di potasico
mantiene el pH (153) lleva por caracteristica un color ambar. Usado para el aumento

de biomasa de bacterias.

Tabla 33. Composicion para el medio TSB

REACTIVO Para 250mL
Polisorbato 80 oL
Histidina Lo/l
Peptona de Soja SolL
Sodio Tiosulfato 050/
Lecitina 0.7 g/
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Peptona de Caseina 159/L
Cloruro de sodio 5 g/L Agar
pH 7.0

b. Medio de cultivo TSA

FUNDAMENTO:

La aportacion de caseina y peptonas de soja al Agar de Soya- triptona hace el medio
muy nutritivo por el suministro de nitrégeno organico, particularmente aminoacidos y
péptidos de cadena mas larga. Tiene por base una fuente proteica (digeridos tripticos,
digeridos proteicos de soja) con una pequefia cantidad de hidratos de carbono
naturales, cloruro sddico. Medio por el cuales se puede realizar el conteo de colonias

Tabla 34. Composicion para el medio TSA

REACTIVO Para 1000mL
Polisorbato 80 59/L
Histidina 1g/L
Peptona de Soja 5g/L
Sodio Tiosulfato 0,59/L
Lecitina 0,7 g/L
Peptona de Caseina 15 g/L
Cloruro de sodio 5 g/L Agar
Agar 15 g/L
pH 7.0
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c. Medio de cultivo LMC (Caldo extracto de levadura- manitol)

Tabla 35. Composicion para el medio LMC

REACTIVO Para 250mL Para 1000mL
Manitol 25049 10.00 g
Extracto de levadura 0.125¢ 0.50¢g
K2HPO4 0.125g 05049
MgS04.7H20 0.025 g 0.10 g
NaCl 0.05g 0.05¢g
pH 7.0

d. Medio de cultivo LMA (Agar extracto de levadura- manitol)

FUNDAMENTO

Manitol de levadura Agar se usa para el cultivo de organismos simbidticos que fijan
el nitrégeno a saber. Especies de Rhizobium, este género vive libremente en el suelo
y en la region de la raiz de plantas leguminosas y no leguminosas. sin embargo, solo
pueden entrar en simbiosis con las plantas leguminosas infectando sus raices y
formando nodulos sobre ellas. (154) Rhizobium presente en estos nddulos de raiz fija
el nitrogeno atmosférico, es decir, nitrogeno gaseoso del aire a compuestos de
nitrégeno organico, que es absorbido por las plantas Por lo tanto, el papel de
Rhizobium es notable por sus importantes contribuciones a la fertilidad del suelo.(155)

El extracto de levadura sirve como una buena fuente de aminoacidos disponibles,
complejo de vitamina B y factores de crecimiento accesorio para Rhizobium. También
se apropi6 del potencial de reduccion de la oxidacion del medio en el rango favorable
para Rhizobium y sirve como hidrégeno donante en el proceso respiratorio (156). El
manitol es la fuente de alcohol de azlcar fermentable. El calcio y el magnesio

proporcionan cationes esenciales para el crecimiento de Rhizobium.
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Tabla 36. Composicion para el medio LMA

REACTIVO Para 250 mL Para 1000 mL
Manitol 25049 10.00 g
Extracto de levadura 0.125¢g 0.50¢
K,HPO, 0.125¢ 0.504¢
MgS0,.7H,0 0.025¢ 0.10g
NaCl 0.05¢g 0.05¢
Agar agar 3.75¢ 1509

pH 7.0

e. Medio de cultivo NBRIP (Medio de crecimiento con fosfato de Instituto
Nacional de Investigacion Botanica)

FUNDAMENTO

Siendo este medio es uno de los mas usados por su eficiencia para seleccionar
microorganismos con alta capacidad para solubilizar fuentes de P inorgénico. Es un
medio selectivo que permite el crecimiento de microorganismos solubilizado res de
fosfato (P0O;3).

Tabla 37. Composicion para el medio NBRIP
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REACTIVO Para 250 mL Para 1000 mL
Glucosa 2509 10¢g
3Ca;(P0,), 1.25¢ 5
(NH4)2504 0.025 g 0.10g
MgS0,.7H,0 0.0625 g 0.259
KClI 0.05g 0.20 g
MgCl,.6H,0 0.585 g 2.34 ¢
Agar 3.75¢ 15¢
pH 7.0
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f. Medio de cultivo CAS

FUNDAMENTO
Los siderdforos se clasifican por los ligandos utilizados para quelar el hierro

ferrico. Estos incluyen los catecolatos, hidroxamatos y carboxilatos. Se han
desarrollado diversos ensayos para detectar diferentes fenotipos de sider6foros. Brian
C. Louden , Daniel Haarmann y Aaron M. Lynne (157) desarrollaron un ensayo de
sideréforo  universal usando cromo azurol S (CAS) y bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (HDTMA) como indicadores. HDTMA tiene una calificacion
moderada de salud y contacto. Se debe usar el equipo de proteccion personal
apropiado. EI CAS se complementa estrechamente con hierro férrico para producir un
color azul. Cuando un quelante de hierro fuerte como un sider6foro elimina el hierro

del complejo de tinte, el color cambia de azul a naranja.(158)

Procedimiento de preparacion

Solucién | Fe-CAS: Mezclar 10 mL de FeCl; 6H,0 1 mmol (preparada en HCI 10
mmol) con 50 mL de una solucion acuosa de CAS (1.21 g/L). Agregar esta solucién
lentamente a una solucion de 40 mL de CTAB (1.821 g/L) vy se esteriliza en

condiciones de autoclave.

Solucion 11 Buffer: Disolver 30.24 g de PIPES en 750 mL de una solucion compuesta
de 0.3 gde K,HPO,,0.5g NaCly 1gde NH,Cl. El pH de esta solucion fue ajustado
a 6.8 con KOH 50% (p/v). El volumen final de la solucién debera ser de 800 mL.

Solucion 111 Micro-elementos: disolver en 70 mL de agua, glucosa 2 g, manitol 2 g,

MgS0, 7H,0 493 mg, CaCl, 11 mg, MnSO,2H,0 1.17 mg, H;BO; 1.4 mg,
CuS0,5H,0 0.04 mg, ZnS0, 7H,0 1.2mgy NaMoO, 2H,0 1 mg.
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Solucion IV CAS aminoécidos: Preparar una solucién de 30 mL de cas aminoacidos
30% (p/v). Esterilizando esta solucidn por filtracion.

Preparacion final: Agregar la solucion 3 a la solucion buffer, revolver y adicionar
cuando este moderadamente frio el medio (sin llegar a solidificarse) la solucion de Cas
amino&cidos. La solucion Fe-Cas debe ser adicionada en ultimo lugar, mezclando

vigorosamente el medio y verificando que el color sea azul-verdoso.

i

Figura 45. Ejemplo de Ensayo positivo de produccion de sideréforos con el método
Cas. Método tradicional propuesto por Schwyn y Neilands (1987), se puede observar la
produccion de siderdforos mediante un halo (amarillo) alrededor de la colonia
bacteriana. Por lo general, en la naturaleza el hierro se encuentra en la forma férrica
(Fe3+), siendo de baja solubilidad y de dificil adquisicion por la planta. Sin embargo,
hay microorganismos que son capaces de reducirlo a la forma ferrosa (Fe2+), siendo
mas soluble y metabdlicamente utilizable por la planta.(159)
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g. Agar quitina coloidal

FUNDAMENTO:
El medio de cultivo permite un buen criterio de selectividad dad su limitacion en la

fuente de carbono, en este caso la quitina coloidal particulada como Unica fuente de
carbono,la actividad de la quitinasa se ve regulasa por la disponibilidad dcel sustrato e
el medio razén por la cual se denotaria la actividad enzimatica,debido a las condiciones

del medio como el pH y las concentraciones de NaCl.(160)

Tabla 38. Composicion para el medio Agar quitina coloidal

REACTIVO Para 500 mL
Quitina 59
Extracto de levadura 05¢
K,HPO, 059
MgS0,7H,0 0.29g
NaCl 0.1g
Agar 159
pH T

h. Medio PDA (Agar Papa Dextrosa)
FUNDAMENTO

El Agar Papa Dextrosa (Potato Dextrose Agar, PDA, por sus siglas en inglés) La
infusién de patata promueve un crecimiento abundante de los hongos y levaduras y el
agar es adicionado como agente solidificanté, la mayoria de los hongos creen en
medios de cultivos en alto contenido de carbohidratos, es un medio de propdsito
general para levaduras y hongos que puede ser suplementado con acidos o antibidticos
para inhibir el crecimiento bacteriano afiadiendo HCI al 1%. En este medio de cultivo
ciertos hongos que frecuentemente son contaminantes de laboratorios crecen
rdpidamente y enmascaran el desarrollo de otros hongos més lentos. una da las
utilidades favorables de este medio PDA es para la recuperacion o aislamiento de

hongos provenientes de plantas.(151)
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Tabla 39. Composicion para el medio PDA

REACTIVO Para 500 mL
Extracto de papa 2049
Dextrosa 10.0g
Agar- agar 754
pH 7.0
I. Agar Agua
FUNDAMENTO:

Este medio sencillo consiste en preparar 7.5 g por litro de agua destilada es
recomendado para procesos como la germinacién debido a la humedad que
proporcionara, también puede ser utilizado para la germinacién de conidios de hongos

como fusarium que serén utilizados para iniciar un cultivo. (151)

Tabla 40. Composicion para el medio agar agua
Reactivo Para 250 mL Para 1000 mL

Agar-agar 18759 750
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Anexo 2. Reactivos

a. Reactivo Salkowsky

El reactivo de Salkowsky preparado a partir de cloruro férrico en acido sulfrico,

empleado en el método colorimétrico permite la oxidacion de compuestos indélicos

por sales férricas ; cuando la respuesta es positiva se obtiene una coloracion rosada

que va desde el rosa claro a intenso dependiendo la concentracion del &cido indol

acetico presente, como lo mencionan Cecilia Lara et al.(161)

Tabla 41. Composicion para el reactivo Salkowsky

REACTIVO PARA 500 mL
FeCl; (0.01M) 08¢
H,S0, (7.1M) 190 mL
Agua destilada 300 mL

b. Reactivo Bradford

Esta basado en el cambio de color del colorante Coomassie brilliant blue G-250 en

respuesta a diferentes concentraciones de proteinas. Este compuesto interacciona con

aminoacidos basicos (especialmente arginina) y aromaticos. Esta union del colorante

con las proteinas provoca un cambio en el maximo de absorcion del colorante desde

465 a 595 nm. Por lo tanto, este método se basa en la propiedad del Azul Brillante de

Coomasie G-250 de presentarse en dos formas con colores diferentes, rojo y azul. La

forma roja se convierte en azul cuando el colorante se une a la proteina.(162)

Tabla 42. Composicion para el reactivo Bradford

REACTIVO VOLUMEN
Azul de coomasie G-250 5mL
Etanol 2.5mL
Ac.fosforico 5SmL
agua Hasta 50 mL
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c. Alcohol de 70°

Desinfeccion, es un efectivo antibacterial
Se realiza haciendo una dilucion del alcohol de 96°, atraves de la siguiente formula:

96° x Vo =70° Vf

Vo = el volumen que debo agregar de alcohol de 96°
VT = el volumen que deseo obtener de alcohol de 70°

d. Lejiaal 3%

Hipoclorito de sodio es utilizado para limpieza y desinfeccion en el laboratorio
La lejia debe ser diluida ya que se encuentra concentrada al 7.5%

3% (Vf) =7.5% (Vo)

VT = el volumen que deseo obtener de lejia al 3%
Vo = el volumen que debo agregar de lejia al 7.5%g

Anexo 3: Definicién de ligando

En un compuesto inorganico de coordinacion, cada &tomo o grupo de atomos que esta
unido al 4tomo central. Molécula, grupo, ion o atomo que estd unido de forma
covalente 0 no covalente a una entidad molecular (que puede ser poliatomica),
considerada de forma arbitraria ‘central’ con respecto al ligando. Por ejemplo, un

proton (H+) puede ser ligando de una proteina
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Anexo 4: Esquema de distribucion de macetas de frijol a nivel
invernadero

Tratamiento | Método de
conservacion

Fermentado | Temperatura
ambiente

4°C

pY)
EN
+
)
Py)
o
+
)
pY)
o
+
)
py)
3
+
)

-20°C

Liofilizado

Sobrenadante | Temperatura
ambiente

4°C

-20°C

Liofilizado

Rhizobium E-10

Testigo (Agua)

Control Quimico

Patogeno
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*P= pat6geno (Rhizoctonia solani)

La distribucion de tratamientos en el ensayo se da separando dos grupos de tratamiento
el fermentado y el sobrenadante del ambos con los cuatro tratamientos de conservacion
que son a temperatura ambiente, a4 °C , a-20 °C y liofilizado, cada uno de estos posee
7 repeticiones en maceta con dos semillas cada una, el lote de cada repeticion se divide
en dos objetivos el primero para el analisis de promocion de crecimiento el cual consta
de 3 macetas con un total de 6 semillas, este pardmetro a evaluar requiere de su control
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positivo que es un lote con inoculacion de Rhizobium E-10 y un testigo con un lote de
macetas con solo inoculo de agua. El segundo objetivo para el andlisis de biocontrol
contra el hongo patégeno Rhizoctonia solani de cada lote de tratamiento a diferente
temperatura de conservacion se utiliza las cuatro macetas restantes con un total de 8
semillas, de igual forma este parametro a evaluar requiere de su control positivo que
es HOMAI un fungicida quimico y un testigo que es solo un lote con una Unica
inoculacion del patdgeno. Teniendo un total de 84 macetas con un nimero final de 168
semillas plantadas. En la tabla se sefiala el grupo de macetas con patdgeno con la letra
+P.
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Anexo 5: Tabla de medidas de la evaluacion de cada repeticion del tratamiento de
germinacion in vitro de semillas de frijol.

TRATAMIENTO | 24 h 32 h 48 h 56 h 72 h 80 h 96 h

Fermentado 0 0 0 5 14 14 20
Fermentado 0 0 10 14 18 18 36
Fermentado 0 0 0 4 9 10 21
Fermentado 0 0 11 16 1 3 10
Fermentado 0 0 0 5 11 11 19
Fermentado 0 0 3 7 15 15 19
Fermentado 0 0 0 4 7 7 10
Fermentado 0 0 9 13 18 19 25
Fermentado 0 0 4 10 18 19 25
Fermentado 0 0 10 14 20 20 27
Fermentado 0 0 5 12 19 19 22
Fermentado 0 0 11 16 21 21 24
Fermentado 0 0 0 5 16 16 19
Fermentado 0 0 0 4 12 12 13
Fermentado 0 0 0 4 14 14 15
Fermentado 0 0 0 5 13 13 13
Fermentado 0 0 0 4 13 14 14
Fermentado 0 0 12 15 15 15 16
Fermentado 0 0 11 15 20 20 22
Fermentado 0 0 6 17 18 18
Fermentado 0 0 0 4 10 12 13
Fermentado 0 0 5 12 17 17 19
Fermentado 0 0 0 0 4 4 5
Fermentado 0 0 11 16 23 23 24
Fermentado 0 0 0 6 16 17 19
Fermentado 0 0 0 5 15 15 15
Fermentado 0 0 12 18 24 24 24
Fermentado 0 0 0 4 8 8 8
Fermentado 0 0 10 14 8 9 11
Fermentado 0 0 9 16 21 22 23
Biomasa 0 0 10 11 15 15 16
Biomasa 0 0 0 0 16 16 17
Biomasa 0 0 5 5 14 15 18
Biomasa 0 0 6 6 18 18 18
Biomasa 0 0 0 0 14 14 14
Biomasa 0 0 0 0 15 15 17
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Biomasa 0 0 0 0 20 21 21
Biomasa 0 0 8 9 15 16 16
Biomasa 0 0 0 0 11 11 11
Biomasa 0 0 0 0 3 4 6
Biomasa 0 0 0 0 12 13 14
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 3 10 10 16 16 16
Biomasa 0 7 13 13 21 21 23
Biomasa 0 0 0 0 20 20 20
Biomasa 0 7 10 11 19 19 19
Biomasa 0 0 0 0 14 14 14
Biomasa 0 0 3 4 18 18 19
Biomasa 0 0 3 3 17 17 17
Biomasa 0 0 0 0 6 6 7
Biomasa 0 0 0 0 13 14 14
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 7 7 17 17 17
Biomasa 0 0 0 0 12 12 12
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 0 6 7 7
Biomasa 0 0 5 6 11 11 11
Biomasa 0 0 0 0 9 10 10
Biomasa 0 0 7 8 18 18 18
Biomasa 0 5 8 8 15 15 17
Metabolito 0 0 6 7 12 12 18
Metabolito 0 0 7 7 15 15 22
Metabolito 0 7 10 10 17 18 23
Metabolito 0 5 10 11 20 20 26
Metabolito 0 10 13 14 23 23 26
Metabolito 0 8 12 12 23 23 25
Metabolito 0 8 12 12 22 23 23
Metabolito 0 3 11 11 21 21 24
Metabolito 0 9 14 14 22 23 27
Metabolito 0 0 12 12 22 23 26
Metabolito 0 10 13 13 20 20 25
Metabolito 0 11 13 14 22 22 25
Metabolito 0 8 12 12 22 23 24
Metabolito 0 11 15 16 23 23 23
Metabolito 0 12 12 20 20 24
Metabolito 0 3 5 5 19 19 23
Metabolito 0 12 10 10 25 25 28
Metabolito 0 5 10 10 23 24 27
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Metabolito 0 3 7 7 23 24 27
Metabolito 0 2 7 7 22 23 25
Metabolito 0 0 0 0 16 16 16
Metabolito 0 8 15 16 25 26 26
Metabolito 0 0 0 0 13 14 14
Metabolito 0 3 8 8 20 21 21
Metabolito 0 5 10 10 18 18 18
Metabolito 0 8 13 13 23 23 23
Metabolito 0 12 13 14 26 26 26
Metabolito 0 5 13 13 25 26 26
Metabolito 0 7 13 13 27 27 30
Metabolito 0 9 12 12 23 24 27
E-10 0 0 0 0 11 12 13
E-10 0 0 8 20 20 21
E-10 0 0 0 8 8 9
E-10 0 0 13 14 12 13 15
E-10 0 9 0 0 21 21 22
E-10 0 0 0 0 9 9 10
E-10 0 0 0 0 12 12 12
E-10 0 0 0 0 10 11 11
E-10 0 0 0 0 12 12 14
E-10 0 0 0 0 12 13 16
E-10 0 0 0 0 12 12 13
E-10 0 0 0 1 5 6 8
E-10 0 0 0 0 13 13 16
E-10 0 0 0 1 0 0 0
E-10 0 0 0 1 14 14 16
E-10 0 0 0 0 15 15 17
E-10 0 0 0 0 12 13 15
E-10 0 0 0 0 8 8 9
E-10 0 0 0 0 15 15 17
E-10 0 0 0 1 16 17 19
E-10 0 0 0 0 10 11 13
E-10 0 10 15 15 19 19 20
E-10 0 0 0 0 17 17 17
E-10 0 3 10 10 21 22 22
E-10 0 0 9 10 21 21 22
E-10 0 0 0 0 10 10 11
E-10 0 0 0 0 12 12 12
E-10 0 0 0 0 10 11 11
E-10 0 0 0 0 10 10 12
E-10 0 0 0 0 0 0 0
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Control 0 3 13 21 25 25 25
Control 0 0 14 20 25 26 26
Control 0 0 15 20 26 26 26
Control 0 0 15 21 26 26 27
Control 0 0 14 20 25 25 25
Control 0 0 5 12 22 23 23
Control 0 0 0 8 19 19 19
Control 0 0 10 17 22 23 23
Control 0 0 6 15 22 22 22
Control 0 0 6 15 23 23 23
Control 0 5 15 28 30 30 30
Control 0 0 10 25 28 28 28
Control 0 0 11 20 22 22 22
Control 0 0 11 20 24 24 24
Control 0 0 14 22 26 26 26
Control 0 0 15 22 27 27 27
Control 0 0 15 19 25 25 25
Control 0 0 16 20 25 25 25
Control 0 0 12 19 26 26 26
Control 0 0 13 19 25 25 26
Control 0 0 14 20 25 25 25
Control 0 0 15 19 25 25 25
Control 0 0 14 21 25 25 26
Control 0 3 17 22 28 28 28
Control 0 0 14 20 24 24 24
Control 0 5 15 27 30 30 30
Control 0 0 13 18 25 25 25
Control 0 0 14 21 27 27 27
Control 0 0 12 21 28 28 28
Control 0 0 11 17 25 25 25
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Anexo 6: Tabla de medidas de la evaluacion de cada repeticion de tratamiento de
germinacion in vitro de semillas de brocoli.

TRATAMIENTO | 24 h 32h 48 h 56h [72h 80 h 96 h

Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 4 5 10 12 13
Fermentado 0 0 0 0 9 10 12
Fermentado 0 0 5 7 11 13 16
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 2 6 0 0 0
Fermentado 0 0 5 6 10 11 16
Fermentado 0 0 3 5 8 11 15
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 3 6 15 17 20
Fermentado 0 0 2 6 14 17 19
Fermentado 0 0 3 5 15 16 20
Fermentado 0 0 2 4 9 10 16
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 3 6 13 15 19
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 4 8 17 19 23
Fermentado 0 0 2 7 13 15 21
Fermentado 0 0 2 4 7 10 17
Fermentado 0 0 4 7 13 16 19
Fermentado 0 0 0 4 7 9 14
Fermentado 0 0 5 7 8 11 15
Fermentado 0 0 3 4 8 10 13
Fermentado 0 0 4 7 10 13 17
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 4 8 14 16 20
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 2 0 0 0
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 5 8 12 15 17
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Biomasa 0 0 3 3 8 10 13
Biomasa 0 0 5 6 15 18 21
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 2 5 8 10 12
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 7 10 16 19 22
Biomasa 0 0 5 7 13 16 18
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 5 6 15 18 19
Biomasa 0 0 0 0 11 14 16
Biomasa 0 0 3 7 10 13 15
Biomasa 0 1 6 9 16 20 22
Biomasa 0 0 5 7 10 12 15
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 10 0 0 0
Biomasa 0 2 7 10 15 18 21
Biomasa 0 0 2 5 10 11 13
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 1 5 9 14 15 17
Metabolito 0 1 6 8 18 21 25
Metabolito 0 0 0 0 0 0 0
Metabolito 0 i 4 6 14 18 22
Metabolito 0 0 0 1 5 11 15
Metabolito 0 0 3 8 1 7 12
Metabolito 0 1 6 9 15 19 23
Metabolito 0 1 0 1 0 0 0
Metabolito 0 0 7 8 16 20 26
Metabolito 0 0 3 5 11 14 20
Metabolito 0 0 4 8 14 16 20
Metabolito 0 0 0 0 0 0 0
Metabolito 0 1 5 4 13 16 19
Metabolito 0 1 6 10 18 21 26
Metabolito 0 0 4 7 14 17 21
Metabolito 0 0 6 10 15 17 22
Metabolito 0 0 8 11 17 20 25
Metabolito 0 0 7 10 18 22 27
Metabolito 0 0 0 0 0 0 0
Metabolito 0 0 6 7 13 16 21
Metabolito 0 0 4 7 15 18 21
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Metabolito 0 1 5 8 12 15 19
Metabolito 0 0 0 0 0 0 0
Metabolito 0 0 0 0 0 0 0
Metabolito 0 0 5 8 13 15 20
Metabolito 0 1 5 10 15 20 26
Metabolito 0 1 6 12 17 21 28
Metabolito 0 0 4 11 18 21 26
Metabolito 0 0 0 0 0 0 0
Metabolito 0 0 2 0 10 14 19
Metabolito 0 0 3 i 10 15 21
E-10 0 0 0 10 14 15 17
E-10 0 0 3 8 13 16 19
E-10 0 0 2 3 10 12 14
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 0 1 4 10 12 15
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 0 6 8 9 13 16
E-10 0 0 5 8 12 13 17
E-10 0 0 3 3 9 10 14
E-10 0 0 1 4 7. 7 7
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 0 5 8 12 12 13
E-10 0 0 3 7 12 13 13
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 0 2 2 10 11 12
E-10 0 0 4 5 15 15 17
E-10 0 0 5 3 15 15 16
E-10 0 0 5 7 15 15 19
E-10 0 1 8 11 17 18 22
E-10 0 0 3 10 10 11 15
E-10 0 0 6 8 15 15 20
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 0 9 9 16 16 18
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 0 0 0 2 3 9
E-10 0 0 4 6 17 17 21
Control - 0 0 0 0 9 10 14
Control - 0 0 1 5 10 10 15
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Control - 0 0 0 1 0 11 15
Control - 0 0 0 2 8 8 11
Control - 0 0 2 3 10 11 13
Control - 0 1 0 0 0 0 0
Control - 0 1 0 0 7 7 10
Control - 0 0 3 5 10 10 13
Control - 0 0 0 4 8 9 11
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 4 5 10 10 14
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 1 0 0 2 4 10
Control - 0 0 0 3 7 8 10
Control - 0 0 8 3 11 11 12
Control - 0 0 0 4 8 9 13
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 0 0 9 9 11
Control - 0 0 0 0 9 10 12
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 2 3 7 8 12
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 0 0 5 6 11
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 2 2 5 7 10
Control - 0 0 0 0 0 0 0
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Anexo 7: Tabla de medidas de la evaluacion de cada repeticion de tratamiento de
germinacion in vitro de semillas de rabanito.

TRATAMIENTO | 24 h 32h 48h |56h 72h | 80h 96 h

Fermentado 0 1 8 14 17 18 19
Fermentado 0 0 7 10 10 11 12
Fermentado 0 0 8 13 12 12 14
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 1 1 2 5 6 8
Fermentado 0 0 1 2 4 5 7
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 1 3 6 10 11 13
Fermentado 0 0 2 7 12 12 13
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 4 5 9 10 11
Fermentado 0 0 2 4 8 8 10
Fermentado 0 0 2 4 9 9 12
Fermentado 0 0 3 6 15 16 18
Fermentado 0 0 8 13 18 18 19
Fermentado 0 0 5 5 9 10 12
Fermentado 0 0 5 7 10 10 13
Fermentado 0 0 2 4 6 6 8
Fermentado 0 0 3 4 7 8 10
Fermentado 0 0 3 5 11 11 14
Fermentado 0 0 2 4 9 10 13
Fermentado 0 0 3 5 10 11 14
Fermentado 0 1 7 10 16 16 18
Fermentado 0 0 1 2 2 3 6
Fermentado 0 0 6 9 12 13 15
Fermentado 0 1 4 8 13 13 15
Fermentado 0 I\ 5 10 15 15 18
Fermentado 0 0 3 7 10 11 14
Fermentado 0 1 2 3 8 9 13
Fermentado 0 0 4 4 7 7 10
Biomasa 0 0 4 5 14 18 19
Biomasa 0 0 10 13 19 23 23
Biomasa 0 1 10 13 19 21 22
Biomasa 0 0 12 15 18 18 19
Biomasa 0 0 3 4 9 10 12
Biomasa 0 1 12 20 21 22 23
Biomasa 0 1 8 13 19 19 20
Biomasa 0 0 7 10 16 16 16
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Biomasa 0 1 10 17 6 7 9
Biomasa 0 0 8 10 20 20 21
Biomasa 0 0 5 18 0 0 0
Biomasa 0 1 13 10 12 13 15
Biomasa 0 0 6 15 19 20 21
Biomasa 0 0 10 18 24 24 25
Biomasa 0 0 0 0 3 3 6
Biomasa 0 0 8 13 20 21 23
Biomasa 0 0 0 0 15 15 17
Biomasa 0 0 8 15 20 20 22
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 8 14 16 17 19
Biomasa 0 0 8 12 17 18 18
Biomasa 0 1 10 13 18 20 20
Biomasa 0 0 7 10 15 15 15
Biomasa 0 0 9 15 22 22 22
Biomasa 0 0 7 15 17 18 18
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 5 11 13 13 13
Biomasa 0 0 3 8 14 14 14
Biomasa 0 0 6 10 16 16 16
Biomasa 0 0 6 13 18 19 19
Metabolito 0 0 0 0 0 0 0
Metabolito 0 0 15 18 23 23 25
Metabolito 0 1 13 15 27 27 29
Metabolito 0 1 12 14 18 19 22
Metabolito 0 1 0 0 0 0 0
Metabolito 0 0 18 17 22 23 25
Metabolito 0 0 12 12 25 25 27
Metabolito 0 1 10 15 23 23 26
Metabolito 0 0 18 20 29 30 33
Metabolito 0 0 0 0 0 0 0
Metabolito 0 0 5 10 22 23 25
Metabolito 0 0 15 20 30 30 34
Metabolito 0 0 15 20 31 32 33
Metabolito 0 0 16 13 26 27 29
Metabolito 0 0 22 18 29 30 34
Metabolito 0 0 10 13 27 28 30
Metabolito 0 0 18 18 26 27 31
Metabolito 0 0 6 8 16 17 31
Metabolito 0 0 10 12 22 22 26
Metabolito 0 0 19 15 25 26 28
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Metabolito 0 0 4 0 13 14 17
Metabolito 0 0 12 15 28 29 32
Metabolito 0 0 15 19 22 22 27
Metabolito 0 0 12 14 14 15 18
Metabolito 0 0 8 12 27 27 29
Metabolito 0 0 0 0 0 0 0
Metabolito 0 0 5 8 14 14 18
Metabolito 0 0 12 15 17 18 23
Metabolito 0 0 10 14 23 23 26
Metabolito 0 0 10 15 25 25 27
E-10 0 0 1 7 13 13 16
E-10 0 1 4 6 6 7 10
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 0 5 10 16 17 21
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 2 12 20 30 30 34
E-10 0 0 12 16 17 19 24
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 2 14 18 28 29 35
E-10 0 0 5 9 17 17 21
E-10 0 0 7 8 23 24 28
E-10 0 0 8 8 26 26 28
E-10 0 0 8 8 25 25 29
E-10 0 3 10 11 21 22 26
E-10 0 0 9 10 23 23 27
E-10 0 2 13 13 20 20 25
E-10 1 3 12 13 31 31 35
E-10 0 3 14 14 24 25 30
E-10 0 2 15 16 25 25 31
E-10 0 0 15 16 19 19 24
E-10 0 1 0 8 8 9 13
E-10 0 0 7 8 17 17 22
E-10 0 0 8 11 25 25 27
E-10 0 0 10 11 31 31 33
E-10 0 0 9 12 21 21 24
E-10 0 0 0 5 15 16 20
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 0 9 13 24 24 26
E-10 0 0 9 12 18 19 23
Control - 0 0 1 2 9 9 14
Control - 0 1 1 2 7 7 10
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Control - 0 1 1 1 7 8 12
Control - 0 0 2 3 9 9 14
Control - 0 0 2 2 10 11 15
Control - 0 1 0 0 8 9 16
Control - 0 1 1 2 10 10 16
Control - 0 0 2 2 9 10 15
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 1 1 5 6 11
Control - 0 1 0 0 9 9 13
Control - 0 0 1 2 9 9 14
Control - 0 1 1 1 9 9 14
Control - 0 0 2 2 10 10 15
Control - 0 0 3 3 11 11 15
Control - 0 1 0 0 10 10 14
Control - 0 0 0 0 9 10 13
Control - 0 0 1 2 7 8 12
Control - 0 0 3 3 7 7 11
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 1 0 0 7 8 13
Control - 0 0 0 0 8 8 14
Control - 0 0 1 2 10 10 15
Control - 0 0 0 0 9 9 14
Control - 0 0 1 1 10 10 13
Control - 0 1 1 1 11 11 15
Control - 0 1 2 2 11 12 16
Control - 0 1 1 2 10 10 14
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Anexo 8: Tabla de medidas de la evaluacion de cada repeticion de tratamiento de
germinacion in vitro de semillas de lechuga.

TRATAMIENTO | 24 h 32h 48 h 56 h 72 h 80 h

Fermentado 0 1 8 12 4 6
Fermentado 0 0 0 0 5 7
Fermentado 0 0 6 10 17 19
Fermentado 0 1 9 11 14 15
Fermentado 0 0 4 5 10 10
Fermentado 0 0 8 11 15 16
Fermentado 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 1 11 12 16 16
Fermentado 0 0 0 2 9 10
Fermentado 0 2 10 12 17 17
Fermentado 0 0 5 7 13 13
Fermentado 0 0 7 10 14 14
Fermentado 0 2 8 11 12 13
Fermentado 0 0 0 4 5 5
Fermentado 0 0 2 4 18 18
Fermentado 0 0 0 2 4 4
Fermentado 0 0 5 8 9 9
Fermentado 0 0 7 12 16 17
Fermentado 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 2 11 13 19 19
Fermentado 0 1 6 7 12 13
Fermentado 0 1 7 12 15 15
Fermentado 0 2 7 11 14 14
Fermentado 0 0 5 5 10 10
Fermentado 0 2 6 7 13 14
Fermentado 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 2 8 11 16 16
Fermentado 0 0 5 8 15 15
Fermentado 0 2 7 13 16 16
Fermentado 0 1 7 10 14 15
Biomasa 0 0 5 10 12 12
Biomasa 0 0 4 8 14 14
Biomasa 0 0 7 10 4 5
Biomasa 0 2 9 9 13 13
Biomasa 0 0 5 6 10 10
Biomasa 0 0 2 3 5 5
Biomasa 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 0 0 0
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Biomasa 0 0 7 8 15 15
Biomasa 0 0 6 7 11 12
Biomasa 0 0 5 7 12 12
Biomasa 0 0 4 8 15 15
Biomasa 0 0 0 0 8 9
Biomasa 0 2 10 12 20 21
Biomasa 0 0 9 10 17 17
Biomasa 0 2 8 12 15 15
Biomasa 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 0 5 5
Biomasa 0 0 7 11 18 18
Biomasa 0 0 7 8 10 11
Biomasa 0 0 3 5 13 13
Biomasa 0 0 5 5 12 12
Biomasa 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 5 8 12 13
Biomasa 0 0 7 8 16 17
Biomasa 0 0 6 7 16 16
Biomasa 0 1 7 7 13 14
Biomasa 0 0 5 6 12 12
Metabolito 0 0 2 4 10 12
Metabolito 0 0 5 5 14 15
Metabolito 0 0 5 5 13 13
Metabolito 0 0 4 5 12 13
Metabolito 0 1 6 7 10 11
Metabolito 0 0 6 7 14 16
Metabolito 0 1 6 7 14 14
Metabolito 0 (i 7 8 15 16
Metabolito 0 0 5 6 15 16
Metabolito 0 1 6 6 13 14
Metabolito 0 1 7 8 13 13
Metabolito 0 0 3 5 10 11
Metabolito 0 1 5 7 13 13
Metabolito 0 0 0 0 3 5
Metabolito 0 0 2 3 5 6
Metabolito 0 0 0 0 0 0
Metabolito 0 0 4 6 15 15
Metabolito 0 0 7 8 14 14
Metabolito 0 1 5 7 13 14
Metabolito 0 1 6 6 12 13
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Metabolito 0 0 5 7 14 16
Metabolito 0 0 0 0 0 0
Metabolito 0 0 4 6 12 13
Metabolito 0 0 5 8 12 12
Metabolito 0 0 0 0 0 0
Metabolito 0 0 0 4 6 9
Metabolito 0 1 2 9 15 17
Metabolito 0 1 7 8 13 13
Metabolito 0 0 2 5 8 8
Metabolito 0 1 5 7 12 15
E-10 0 1 7 13 17 17
E-10 0 0 8 15 20 20
E-10 0 0 8 12 20 20
E-10 0 0 2 4 9 9
E-10 0 0 5 6 13 14
E-10 0 0 4 15 20 20
E-10 0 0 11 13 16 16
E-10 0 0 12 15 21 22
E-10 0 2 13 17 30 30
E-10 0 0 9 12 26 27
E-10 0 0 3 4 9 9
E-10 0 0 0 0 4 5
E-10 0 0 0 0 0 0
E-10 0 0 6 7 16 17
E-10 0 0 9 12 16 16
E-10 0 0 10 13 18 18
E-10 0 0 3 5 11 12
E-10 1 1 9 12 19 19
E-10 0 0 9 11 18 19
E-10 0 0 7 10 18 18
E-10 0 0 3 10 16 16
E-10 0 0 10 15 18 20
E-10 0 0 1 12 17 17
E-10 0 0 8 11 16 16
E-10 0 0 6 11 20 20
E-10 0 0 6 11 20 20
E-10 0 0 8 11 15 16
E-10 0 1 11 13 18 18
E-10 0 1 12 12 19 19
E-10 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 3 6 10 11
Control - 0 0 5 8 13 13
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Control - 0 0 0 10 10
Control - 0 0 3 6 10 11
Control - 0 0 12 12 18 18
Control - 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 7 12 6 7
Control - 0 0 8 13 14 14
Control - 0 0 3 7 12 12
Control - 0 0 5 7 12 12
Control - 0 0 7 12 12 12
Control - 0 0 6 12 15 15
Control - 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 0 0 7 8
Control - 0 2 5 10 17 17
Control - 0 0 6 9 12 12
Control - 0 0 9 14 26 26
Control - 0 0 6 10 15 16
Control - 0 0 5 12 15 15
Control - 0 2 10 13 16 16
Control - 0 2 3 14 16 16
Control - 0 0 4 12 15 15
Control - 0 0 2 4 4 4
Control - 0 0 3 11 13 13
Control - 0 0 6 1 3 3
Control - 0 1 6 7 14 14
Control - 0 0 5 6 11 11
Control - 0 0 7 6 11 12
Control - 0 0 5 9 13 13
Control - 0 0 7 7 11 12
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Anexo 9: Tabla de medidas de la evaluacion de cada repeticion de tratamiento de
germinacion in vitro de semillas de tomate.

TRATAMIENTO | 24h |[32h 48h |56h |[72h |80h |96h

Fermentado 0 0 1 4 6 12 19
Fermentado 0 0 0 2 4 11 15
Fermentado 0 0 2 5 11 28 31
Fermentado 0 0 2 5 10 22 25
Fermentado 0 0 0 2 5 10 15
Fermentado 0 0 0 2 5 15 22
Fermentado 0 0 2 6 12 17 21
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 2 3 9 22 25
Fermentado 0 0 2 4 10 22 24
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 4 6 15 29 31
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 3 5 10 25 31
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 2 4 9 10 16
Fermentado 0 0 2 6 11 10 17
Fermentado 0 0 2 5 10 28 32
Fermentado 0 0 0 3 7 23 27
Fermentado 0 0 0 1 2 2 6
Fermentado 0 0 2 4 8 24 28
Fermentado 0 0 0 2 3 11 15
Fermentado 0 0 2 5 10 23 30
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 0 3 5 16 24
Fermentado 0 0 0 1 4 9 15
Fermentado 0 0 0 0 0 0 0
Fermentado 0 0 0 2 5 9 16
Fermentado 0 0 0 3 7 10 15
Biomasa 0 0 3 10 16 24 33
Biomasa 0 0 0 3 4 10 15
Biomasa 0 0 2 5 13 10 14
Biomasa 0 0 0 3 7 21 26
Biomasa 0 0 2 3 8 25 27
Biomasa 0 0 2 3 8 24 26
Biomasa 0 0 0 0 0 0 2
Biomasa 0 0 2 5 12 26 30
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Biomasa 0 0 3 6 13 26 30
Biomasa 0 0 3 7 15 14 19
Biomasa 0 0 1 1 3 12 18
Biomasa 0 0 0 4 8 16 26
Biomasa 0 0 0 5 10 11 17
Biomasa 0 0 2 5 9 18 25
Biomasa 0 0 1 3 8 20 26
Biomasa 0 0 3 6 14 23 29
Biomasa 0 0 3 4 12 21 29
Biomasa 0 0 3 0 0 0 0
Biomasa 0 0 4 A 16 24 30
Biomasa 0 0 0 4 9 18 26
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 3 4 15 21
Biomasa 0 0 3 6 14 23 26
Biomasa 0 0 0 0 0 0 0
Biomasa 0 0 0 5 8 17 25
Biomasa 0 0 0 2 4 13 19
Biomasa 0 0 0 4 10 26 31
Biomasa 0 0 2 5 11 28 32
Biomasa 0 0 2 6 10 25 33
Biomasa 0 0 2 6 13 28 29
Metabolito 0 0 1 7 16 24 33
Metabolito 0 0 1 4 6 13 22
Metabolito 0 0 0 0 0 0 1
Metabolito 0 0 0 3 5 11 16
Metabolito 0 0 0 0 0 0 0
Metabolito 0 0 0 4 8 14 22
Metabolito 0 0 0 0 0 0 1
Metabolito 0 0 2 7 12 28 35
Metabolito 0 0 0 0 3 10 14
Metabolito 0 0 2 4 9 13 22
Metabolito 0 0 2 6 11 12 23
Metabolito 0 0 3 10 15 21 29
Metabolito 0 0 2 3 6 11 15
Metabolito 0 0 0 3 6 9 16
Metabolito 0 0 0 6 8 20 25
Metabolito 0 0 2 7 12 22 28
Metabolito 0 0 1 6 12 20 27
Metabolito 0 0 3 5 13 23 30
Metabolito 0 0 2 5 10 23 28
Metabolito 0 0 3 5 10 21 27
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Metabolito 0 0 0 4 6 13 21
Metabolito 0 0 0 0 0 0 0
Metabolito 0 0 2 5 11 13 22
Metabolito 0 0 0 6 8 5 9
Metabolito 0 0 0 3 7 15 22
Metabolito 0 0 0 4 8 16 22
Metabolito 0 0 2 4 8 15 21
Metabolito 0 0 1 5 9 17 24
Metabolito 0 0 0 3 6 16 23
Metabolito 0 0 2 4 11 16 20
E-10 0 0 1 5 10 13 22
E-10 0 0 1 10 16 15 22
E-10 0 0 3 12 18 20 28
E-10 0 0 1 9 12 18 26
E-10 0 0 0 0 2 9 12
E-10 0 0 1 6 13 16 24
E-10 0 0 1 5 9 16 22
E-10 0 0 0 0 0 1 3
E-10 0 0 2 5 9 7 22
E-10 0 0 3 6 14 15 24
E-10 0 0 1 6 10 12 20
E-10 0 0 0 1 3 8 10
E-10 0 0 0 1 3 5 8
E-10 0 0 2 7 14 22 30
E-10 0 0 2 8 14 23 31
E-10 0 0 0 4 8 15 21
E-10 0 0 2 7 13 22 29
E-10 0 0 0 0 0 0 0
E-10 0 0 2 5 11 17 28
E-10 0 0 2 0 2 6 10
E-10 0 0 4 10 18 15 22
E-10 0 0 2 3 8 14 23
E-10 0 0 3 8 14 17 29
E-10 0 0 0 2 5 9 14
E-10 0 0 0 2 7 10 16
E-10 0 0 1 7 12 23 31
E-10 0 0 2 9 15 17 28
E-10 0 0 2 9 14 24 31
E-10 0 0 2 10 15 25 30
E-10 0 0 2 11 17 21 30
Control - 0 0 1 7 12 18 24
Control - 0 0 2 10 15 21 31
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Control - 0 0 3 10 14 18 30
Control - 0 0 3 11 17 22 38
Control - 0 0 3 0 0 0 0
Control - 0 0 0 1 4 7 13
Control - 0 0 0 7 13 10 24
Control - 0 0 2 5 11 12 26
Control - 0 0 2 5 11 19 28
Control - 0 0 2 4 12 15 31
Control - 0 0 0 0 3 4 7
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 0 0 3 10 13
Control - 0 0 3 3 4 3 5
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 4 10 15 27 35
Control - 0 0 4 10 16 28 33
Control - 0 0 2 5 10 23 28
Control - 0 0 0 6 11 25 31
Control - 0 0 0 1 5 26 32
Control - 0 0 2 10 13 17 22
Control - 0 0 0 0 0 0 0
Control - 0 0 1 2 5 7 10
Control - 0 0 2 10 14 12 16
Control - 0 0 0 0 1 7 9
Control - 0 0 4 13 18 24 32
Control - 0 0 1 5 7 18 24
Control - 0 0 0 0 1 7 11
Control - 0 0 3 11 17 16 22
Control - 0 0 0 12 17 20 28
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Anexo 10: Tabla de medidas de evaluacion de cada repeticion de tratamiento en el
area de foliar de la planta de frijol a nivel invernadero.

#H #H | #H | botones | Peso Peso Botones
Tratamiento | Altura | G M |P de hojas | fresco | Seco florales | #hojas
Fta 11 0 6 3 4 3.94 0.24 0 9
Fta 16 4 2 6 5 8.32 1.12 0 12
Fta 15.8 5 6 6 3 10.2 1.05 0 17
Fta 15.5 0 9 3 5 6.49 0.68 0 12
Fta 16.2 5 6 3 4| 10.26 0.79 0 14
Fta 13 2 9 0 3 8.23 0.5 0 11
Fta +P 13.5 3 3 3 1 3.91 0.86 0 9
Fta +P 15.7 4 9 3 3| 10.39 1.05 0 16
Fta +P 15.7 0 0 6 1 2.48 0.67 0 6
Fta +P 14.6 3 6 3 3| 10.09 1.14 0 12
Fta +P 12.6 0 4 3 1 241 0.77 0 7
Fta +P 14.5 0 4 3 1 3.57 0.91 0 7
Fta +P 13.9 0 4 2 1 3.25 0.71 0 6
Fta +P 14 0 6 3 3 5.31 0.71 0 9
F4AC 16.3 0 6 6 4 6.44 0.78 0 12
FAC 16 5 6 4 3| 10.51 0.69 0 15
FAC 15 2 9 3 4 | 10.37 0.71 0 14
FAC 16.6 2 9 3 3 8.9 0.99 0 14
F4C 16.9 1 9 6 5 9.76 1.24 0 16
FAC 16 1 9 3 5 8.64 0.84 0 13
FAC +P 9 0 3 3 1 3.65 0.79 0 6
F4C +P 17 0 4 3 2 3.11 0.85 0 7
FAC +P 16.1 0 4 3 1 2.95 0.74 0 7
F4C +P 17 0 1 3 2 1.93 0.53 0 4
FAC +P 15 i 8 5 4 6.43 1.13 0 14
F4C +P 16.4 0 0 5 2 3.27 0.81 0 5
F4C +P 16.2 0 4 3 1 2.49 0.79 0 7
FAC +P 16.2 0 5 3 1 4.96 1.09 0 8
F-20C 17.7 0 9 3 4 7.43 0.91 0 12
F-20C 16.5 2 9 0 5 7.87 0.85 0 11
F-20C 17.5 1 9 6 3] 10.51 1.19 0 16
F-20C 17.8 1 9 6 4| 10.42 1.23 0 16
F-20C 16 1 6 6 3 6.24 0.76 0 13
F-20C 18 1 9 3 5 9.72 1.14 0 13
F-20C +P 18.5 0 5 3 2 4.4 1.16 0 8
F-20C +P 17.4 0 4 2 1 3 0.99 0 6
F-20C +P 17.2 0 3 3 3 2.49 0.62 0 6
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F-20C +P 18.8 2 8 5 4 10.2 1.07 0 15
F-20C +P 17.5 1 9 3 4 8.74 1.09 0 13
F-20C +P 19 2 8 5 3 9.94 1.27 0 15
F-20C +P 13.6 0 2 3 2 2.17 0.7 0 5
F-20C +P 14 2 6 6 4 12.81 1.37 0 14
F lio 17.7 0 7 3 3 11.55 1.51 0 10
F lio 16.3 0 10 3 2 8.36 0.94 0 13
F lio 14.5 2 9 6 4 8.58 0.91 0 17
F lio 18 2 10 3 3 11.9 1.53 2 15
F lio 18.3 1 9 6 4 8.1 1.03 0 16
F lio 16.2 2 9 3 3 8.51 0.79 0 14
Flio +P 16.5 2 9 6 4 11.6 1.41 0 17
Flio +P 15.6 0 9 5 2 4.98 0.87 0 14
F lio +P 13.7 0 4 3 1 2.93 0.79 2 7
Flio +P 15.6 0 6 6 2 5.03 0.71 0 12
F lio +P 14 0 5 3 2 3.86 0.96 2 8
F lio +P 15 0 5 3 1 2.92 0.82 0 8
Flio +P 15 3 8 6 3 10.5 0.97 0 17
F lio +P 17.2 3 1 9 3 7.1 0.92 0 13
Sta 14.4 2 6 3 2 7.12 0.77 0 11
Sta 14.5 0 8 3 2 5.25 0.69 0 11
Sta 17 2 6 5 3 8.23 0.99 0 13
Sta 15 0 6 3 2 3.4 0.39 0 9
Sta 16.2 2 9 6 3 10.46 0.79 0 17
Sta 15 1 8 3 3 8.34 1 0 12
Sta +P 9 0 2 5 0 2.46 0.94 0 7
Sta +P 13 0 5 6 4 4.46 0.47 0 11
Sta +P 16.3 0 3 9 3 4.85 0.61 0 12
Sta +P 9 0 3 3 1 3.51 1.27 0 6
Sta +P 16 0 5 3 2 3.39 0.74 0 8
Sta +P 13.4 0 2 3 1 2.2 0.33 0 5
Sta +P 9 0 3 2 0 3.8 0.6 0 5
Sta +P 15.8 0 3 3 1 3.23 0.62 0 6
S4C 15.4 2 9 3 2 7.82 0.88 0 14
S4C 17 0 10 6 3 9.67 1.22 0 16
S4C 15 1 9 0 3 7.85 0.84 0 10
S4C 16.1 2 9 3 3 9.61 1.1 0 14
S4C 14.3 0 9 0 3 5.52 0.81 0 9
S4C 16.4 1 12 6 2 9.74 1.29 0 19
S4C+P 16 0 7 6 2 6.91 1.01 0 13
S4C+P 16.5 0 7 6 1 7.37 0.96 0 13
S4C+P 12 0 4 2 0 2.49 1.04 0 6
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S4C+P 6 0 2 3 0 1.69 0.46 0 5
S4C+P 13.5 0 4 6 1 4.96 0.9 0 10
S4C+P 13.5 0 5 0 1 2.39 0.45 0 5
S4C+P 16.6 2 6 6 1 9.79 1.05 0 14
S4C+P 15 2 9 3 2| 11.57 1.28 0 14
S-20C 17.3 3 6 6 1 9.34 1.26 0 15
S-20C 17 2 9 3 2| 10.32 1.15 0 14
S-20C 15 0| 10 3 2 6.83 0.99 0 13
S-20C 18 4 9 3 2| 10.25 1.21 2 16
S-20C 16.7 1 6 3 2 7.5 0.93 0 10
S-20C 15.4 1 9 4 3 8.95 0.87 0 14
S-20C +P 14.6 0| 11 3 3 7.18 0.91 0 14
S-20C +P 15 0 4 2 2 3.72 0.75 2 6
S-20C +P 5 0 3 3 0 18.5 0.67 2 6
S-20C +P 15.1 4 9 6 2 8.75 1.18 0 19
S-20C +P 14.5 0 6 6 2 5.81 1.19 0 12
S-20C +P 10 0 3 3 0 4.05 0.92 0 6
S-20C +P 16.3 0 3 3 1 3.56 0.71 0 6
S-20C +P 19 0 4 3 1 4.23 0.9 0 7
S lio 16 0 8 3 2 5.51 1.01 0 11
S lio 16.8 0 8 6 2 6.86 0.84 0 14
S lio 18.5 5 6 6 3| 10.21 1.51 0 17
S lio 16.8 0 9 6 3 7.03 0.86 2 15
S lio 18.5 4 8 3 3 8.35 1.62 0 15
S lio 16.3 2 9 3 3 8.49 1.07 0 14
S lio +P 5 0 3 2 0 1.59 0.65 1 5
S lio +P 15 0 3 3 1 3.03 0.78 1 6
S lio +P 12 0 3 3 0 2.43 0.59 0 6
S lio +P 10 0 2 3 1 3.01 0.82 0 5
S lio +P 11 ! 4 6 2 6.82 1.02 0 11
S lio +P 14 1 5 3 1 3.76 0.78 0 9
S lio +P 15 0| 11 3 5 7.62 1.05 2 14
S lio +P 15 0 4 2 0 2.3 0.69 0 6
E-10 14 0 9 4 3 6.61 0.88 0 13
E-10 17 0 9 8 3 7.75 0.97 0 17
E-10 17 0 9 7 41 11.43 14 0 16
E-10 16.8 0| 11 3 3 9.33 0.97 1 14
E-10 15.7 4 7 6 3 9.73 1.23 2 17
E-10 16 2 9 3 3 9.26 1.09 0 14
E-10 16 4 5 7 3 8.8 1.02 0 16
E-10 16.7 3 7 4 3| 10.65 1.41 0 14
E-10 12.3 4 5 6 41 12.39 1.31 0 15
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E-10 14.7 5 6 3 3 9.88 1 0 14
H20 16 0 7 5 2 8.09 0.95 0 12
H20 15 2 8 3 2 9.83 1.14 0 13
H20 15 0 7 3 3 6.14 0.72 0 10
H20 16 2 6 3 3 9.2 1.03 0 11
H20 15 3 6 6 6 8.01 1.22 0 15
H20 15.3 3 7 3 3 7.97 1.03 0 13
H20 15 2 6 2 2 7.42 0.64 0 10
H20 15.2 1 6 3 3 9.48 1.24 0 10
H20 14 1 7 3 3 9.22 1 0 11
H20 14.3 2 4 6 6 9.92 1.41 0 12
PA 12 0 0 3 2 2.24 0.41 0 3
PA 13 2 4 6 2 9.08 1.21 0 12
PA 14 0 3 3 1 2.63 0.6 0 6
PA 14 0 0 3 1 1.46 0.34 0 3
PA 7 0 0 4 1 1.31 0.42 0 4
PA 13 0 6 6 2 6.89 0.85 0 12
PA 15 0 3 12 2 5.88 0.71 0 15
PA 7 0 2 3 1 1.75 0.62 0 5
PA 14 1 9 3 2 8.78 0.97 0 13
PA 10 0 3 3 1 2.03 0.58 0 6
cQ 14 1 9 6 3 13.07 1.64 0 16
cQ 12 0 10 6 3 4.73 0.59 0 16
cQ 14 0 6 4 3 7.96 0.92 0 10
cQ 14 1 6 4 2 8.54 1.01 0 11
cQ 14.2 0 11 3 2 8.91 1.01 0 14
cQ 15 0 6 9 3 6.07 0.7 0 15
cQ 15.7 0 12 0 3 6.58 0.85 0 12
cQ 16 0 8 3 3 7.9 1.03 0 11
cQ 15.6 0 9 3 2 6.97 1.03 0 12
cQ 15.4 0 6 6 2 4.46 0.67 0 12
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Anexo 11: Tabla de medidas de evaluacion de cada repeticion de tratamiento en el
area Radicular de la planta de frijol a nivel invernadero.

Peso Nodulos,
Largo de | Raiz peso | Raiz peso Nodulos | peso

TRATAMIENTO | Raiz (cm) | fresco(g) | seco (g) (9) seco(q) insidencia

Fta 15 7.09 0.64 1.71 0.7018 0
Fta 13 2.7 0.36 0.01 0.0049 0
Fta 10 5.36 0.31 0 0 0
Fta 13 6.52 0.42 0 0 0
Fta 13 9.59 0.81 0.06 0.0121 0
Fta 16 9.58 0.83 0.01 0.0021 0
Fta+P 7 3.94 0.49 0 0 7
Fta+P 10 9.3 1 0.43 0.0757 7
Fta+P 14 7.59 0.89 0.01 0.0027 7
Fta+P 8 2.03 0.28 0.69 0.1124 9
Fta+P 9 25 0.35 0 0 9
Fta+P 8 2.18 0.34 0 0 9
Fta+P 8.3 1.37 0.24 0 0 9
Fta+P 7.6 1.2 0.16 0 0 9
F4C 12 5.82 0.62 0.06 0.0104 0
F4C 15 3.24 0.54 0 0 0
F4C 16 10.79 0.95 0.01 0.0099 0
F4C 12 10.46 0.82 0.27 0.0605 0
F4C 16 6.49 0.59 0.01 0.0055 0
F4C 14 8.6 0.92 2.03 0.7826 0
F4C +P 9.6 3.91 0.4 0 0 9
FA4C +P 9 3.96 0.45 0 0 9
FA4C +P 11 3.79 0.62 0 0 9
F4C +P 8 2.59 0.4 0 0 9
FA4C +P 13 3.37 0.3 0 0 9
F4C +P 8 3.24 0.19 0 0 9
FA4C +P 12 4.89 0.23 0 0 9
F4C +P 10 3.62 0.19 0 0 9
F -20C 17 10.54 1.17 0.01 0.0207 0
F -20C 17 11.38 1.24 0.15 0.0271 0
F -20C 15 4.17 0.35 0.47 0.1098 0
F -20C 15 5.73 0.89 0.37 0.1077 0
F -20C 18 11.91 1.02 0.14 0.048 0
F -20C 15 12 1.02 0.14 0.1028 0
F -20C +P 10 4.48 0.27 0 0 9
F -20C +P 11 4.52 0.47 0 0 9
F -20C +P 14 10.3 1.79 0.04 0.0117 5
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F -20C +P 14 7.29 0.63 0.26 0.0424 7
F -20C +P 12.5 6.37 0.3 0 0 7
F -20C +P 13.6 6.41 0.34 0 0 7
F -20C +P 14 8.35 0.72 0 0 7
F -20C +P 12 8.55 0.7 0 0 7
Flio 15 8.3 0.72 0.01 0.0169 0
F lio 17 5.77 1.49 0.26 0.0872 0
Flio 17 5.93 0.52 0.28 0.3855 0
F lio 16 6.6 0.76 1.27 0.1101 0
F lio 15 7.37 1.44 0.27 0.0975 0
F lio 16 8.31 0.72 0 0 0
F lio +P 23 10.67 1.32 0 0 7
Flio +P 15 10.4 0.5 0 0 7
F lio +P 13 9.17 0.78 0 0 7
F lio +P 11 8.49 0.61 0 0 7
F lio +P 10 5.48 0.53 0 0 9
F lio +P 12 6.13 0.64 0 0 7
Flio +P 12 7.87 0.7 0 0 7
F lio +P 13 7.98 0.87 0 0 7
Sta 13 11.49 1.09 0.25 0.0052 0
Sta 10 9.4 0.68 0 0 0
Sta 15 7.78 0.75 0.13 0.0056 0
Sta 17 10.19 0.57 0.06 0.0108 0
Sta 11 6.22 0.38 0 0 0
Sta 11 6.48 0.87 0.14 0.031 0
Sta+P 12 451 0.63 0 0 7
Sta+P 11 6.84 0.51 0.16 0.0135 7
Sta+P 11 8.51 1.02 0.22 0.279 7
Sta+P il 4.42 0.28 0 0 9
Sta+P 9 2.92 0.36 0 0 9
Sta+P 7 3.25 0.34 0 0 9
Sta+P 1.09 0.21 0 0 9
Sta+P 1.26 0.16 0 0 9
S4C 16 9.83 0.73 0.01 0.0129 0
S4C 13 9.9 0.86 0.01 0.0135 0
S4C 12 7.63 0.38 0 0 0
S4C 13 7.99 14 0.01 0.0239 0
S4C 16.3 7.89 1.02 0.1 0.0476 0
S4C 154 13.1 1.66 1.48 0.5098 0
S4C+P 15.3 12.18 0.74 0.3 0.5172 9
S4C+P 14 14.2 1.26 0.33 0.0106 9
S4C+P 10.7 4.67 0.98 0 0 9
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S4C+P 10 3.63 0.23 0 0 9
S4C +P 9 2.34 0.44 0 0 9
S4C+P 9 2.31 0.16 0 0 7
S4C +P 21 11.09 0.82 0.62 0.0485 7
S4C+P 13.5 7.5 0.69 0.03 0.0058 9
S-20C 17 7.35 1.6 0.45 0.1061 0
S -20C 16.8 7.32 1.87 0.04 0.0098 0
S-20C 19 11.3 1.86 0.8 0.1974 0
S -20C 16 8.24 1.63 0.07 0.1098 0
S-20C 21 12.2 0.94 0.27 0.0275 0
S-20C 15 9.84 0.9 0.04 0.003 0
S-20C +P 15 9.44 0.97 0.15 0.012 7
S-20C +P 13 6.33 0.47 0.1 0.0186 7
S -20C +P 10 4.89 0.49 0 0 9
S-20C +P 12 6.7 0.89 0.18 0.0153 7
S-20C +P 15 3.66 0.41 0 0 9
S-20C +P 9 3.44 0.19 0 0 9
S-20C +P 12 5.28 0.66 0 0 9
S-20C +P 14 5.84 0.63 0 0 9
Slio 16.4 9.4 0.54 0 0 0
S lio 16 9.71 0.76 0 0 0
S lio 18 10.5 0.39 0.54 0.1312 0
Slio 14 7.14 0.68 0.06 0.0192 0
Slio 18 5.88 0.58 0.13 0.0157 0
Slio 17 12.7 1.05 0.2 0.0181 0
S lio +P 13 6.58 1.66 0 0 7
Slio +P 13.3 7.18 1.7 0 0 7
S lio +P 12 5.87 1.08 0 0 7
Slio +P 15 7.46 1.23 0 0 7
Slio +P 13 3.98 0.38 0 0 7
S lio +P 3.5 3.72 0.33 0 0 7
Slio +P 12 8.72 1.21 0 0 5
S lio +P 13 8.68 1.12 0 0 5
E-10 20 1.17 0.33 0.54 0.0855 0
E-10 20 14 0.43 0.62 0.1202 0
E-10 18 7.9 0.68 1.24 0.4495 0
E-10 13 5.18 0.48 1.38 0.524 0
E-10 18 8.54 0.76 0.78 0.233 0
E-10 10 6.33 0.52 1.54 0.6146 0
E-10 14 9.57 0.97 1.66 0.1783 0
E-10 15 5.19 0.39 0.71 0.0822 0
E-10 25 5.72 0.39 1.08 0.1406 0
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E-10 21 6.88 0.93 1.88 0.4717 0
CQ 27 4.8 0.54 2.38 0.3357 0
CQ 7 6.49 0.44 0.06 0.0061 0
CQ 18 6.57 0.47 0.15 0.0221 0
CQ 24 10.68 0.81 0.19 0.0155 0
CQ 15 8.08 0.8 0.58 0.0693 0
CQ 14.8 7.33 0.53 0.48 0.0465 0
CQ 16 7.7 0.48 0.23 0.0324 0
CQ 13 11.18 0.96 0.2 0.0272 0
CQ 18 2.08 0.3 0 0 0
CQ 12 0.91 0.24 0 0 0
PA 90 6.98 0.48 7
PA 13 8.43 0.41 0.2 0.0208 5
PA 7 2.45 0.26 9
PA 6 2.39 0.2 9
PA 6 3.62 0.33 9
PA 10 6.55 0.58 0.13 0.0115 7
PA 2.84 0.24 9
PA 3.98 0.49 9
PA 12 4.24 0.38 9
PA 8.6 3.21 0.39 0.08 0.0065 9
H20 11 6.94 0.42 0.82 0.0828 0
H20 19 7.09 0.53 0.24 0.0255 0
H20 20 8.39 0.48 0.08 0.006 0
H20 23 8.13 0.71 0 0 0
H20 12 7 0.42 0.4 0.0377 0
H20 23 7.93 0.58 0.43 0.0458 0
H20 16 8.46 0.57 0 0 0
H20 13 8.07 0.53 0.19 0.0139 0
H20 16 7.96 0.52 0.08 0.0066 0
H20 115 13.18 0.84 0.23 0.035 0
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