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Resumen

El efecto con la inoculacién de microorganismos benéficos ha sido de gran interés, debido a
gue estimulan el crecimiento y desarrollo fisiol6gico en las plantas, por ello, en el presente
proyecto, se sometio las bacterias Bacillus sp. y Streptomyces sp. a su reactivaciéon en medios
de cultivo Agar TSA 'y Caldo TSB, a las cuales se las microencapsul6 para posterior aplicarlas
a la especie Duranta sp. y comprobar si su aplicacion en capsulas ayuda a mejorar el
prendimiento de Duranta sp. Las variables evaluadas de la especie vegetal fueron: altura,
didmetro de tallo, brotes y longitud de la raiz, esta evaluacion se realiz6 por un lapso de 60
dias. Obteniendo como resultado que no se aprecia diferencias significativas estadisticas
entre tratamientos, sin embargo, en la inoculacién del tratamiento con la bacteria Bacillus sp.
present6 de manera observacional una mayor altura con 0,07 cm y enraizamiento con 0,32
cm superior a los tratamientos con Streptomyces sp. y el Control, por lo cual, se destaca que
la bacteria Bacillus sp. podria ser considerada como benéfica para el desarrollo del cultivo en

estudio.

Palabras claves: Bacterias PGPR, microencapsulacion, Duranta sp.



Abstract

The effect with the inoculation of beneficial microorganisms has been of great interest,
because they stimulate the growth and physiological development in plants, therefore, in the
present project, the bacteria Bacillus sp. and Streptomyces sp. were subjected to their
reactivation in culture media Agar TSA and Broth TSB, to which they were microencapsulated
for later application to the Duranta sp. and check if its application in capsules helps to improve
the attachment of Duranta sp. The variables evaluated of the plant species were: height, stem
diameter, shoots and root length, this evaluation was carried out for a period of 60 days.
Obtaining as a result that no statistically significant differences are appreciated between
treatments, however, in the inoculation of the treatment with the bacterium Bacillus sp. it
presented observationally greater height with 0.07 cm, and rooting with 0.32 cm, higher to the
treatments with Streptomyces sp. and the Control, for which, it stands out that the bacterium

Bacillus sp. it could be considered beneficial for the development of the crop under study.

Keywords: PGPR bacteria, microencapsulation, Duranta sp.



Introduccion
Duranta es una especie de arbusto, ampliamente cultivada como planta ornamental
en jardines de todo el mundo. Sin duda, cumplen un papel muy significativo en la agricultura,
porque se adaptan a las condiciones climéaticas que prevalece el vivero, ademas esta
especie requiere suelo fértil y suelto, no es propensa a que sus raices se pudran, su
crecimiento puede interrumpirse si el suelo se anega. Sus riegos deben ser moderados, se
adapta al sol y semisombra, se reproduce por semillas en primavera o esquejes en verano

(Minga & Verdugo, 2015).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal son de vida libre y benéficas para
el suelo, cumplen un papel importante para el desarrollo de las especies vegetales, de manera
gue, al asociarse son capaces de aumentar el crecimiento de las plantas mediante fijacion de
nitrégeno, solubilizacion de fosfatos, minerales y otros nutrientes; ademas, incrementa
defensas contra el ataque de otros microorganismos encontrados en la rizdsfera (Sotelo,

Jimenez, Tarcisio & Cueto, 2012).

El crecimiento de las plantas inoculadas con rizobacterias ocurre por la accion de
sustancias reguladoras tales como las giberelinas, citocinas y auxinas, las que ayudan al
aumento del enraizamiento, a su vez incrementan la capacidad de absorcién de agua y
nutrientes para que las plantas se vuelvan productivas, vigorosas y tolerantes a las
condiciones climaticas. Dentro de estos organismos, las bacterias Streptomyces sp. y Bacillus
sp. se destacan por su amplia distribucion en la naturaleza, ya que tienen gran potencial como

agentes de control de patégenos y como promotores del crecimiento vegetal (L6pez, 2013).

Los inoculantes microbianos son componentes vitales, y tienen la finalidad de reducir
la contaminacién ambiental derivada del uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenados
(Mantilla, Alvarez & Zumanqué, 2013). Por tal motivo, el uso de microorganismos como

inoculantes mejoran la productividad de los cultivos y a su vez, la encapsulacion les beneficia



ya que podrian ser mas efectivas en el desarrollo de las plantas, ya que estos organismos
estarian protegidos contra factores externos como el estrés ambiental, con lo cual lograrian
mayor sobrevivencia en la rizosfera. Por ello, la aplicaciéon de las rizobacterias ha dado un
buen resultado para el crecimiento de las mismas, observando un aumento eficaz del

desarrollo de los sistemas radicales (Parra, 2011).

Con base a los antecedentes anteriores, el objetivo de la presente investigacion fue
evaluar el desarrollo fisiologico de esquejes de Duranta sp. una especie que presenta
problemas en cuanto a su prendimiento y desarrollo. Estacas de esta especie fueron
inoculadas con cepas bacterianas encapsuladas de Bacillus sp. y Streptomyces sp. bajo las
condiciones de vivero (Instalaciones del Vivero Municipio de Loja), con el fin de evaluar su

efecto sobre el desarrollo fenoldgico de Duranta sp.



Capitulo 1 (Marco tedrico)
1.1.  Especie Duranta sp.

El género Duranta pertenece a la familia Verbenaceae, de 30 especies de arboles y
arbustos de hoja perenne, oriunda de las regiones tropicales y subtropicales del continente
americano. Se la conoce vulgarmente como Flor celeste o Duranta y cientificamente como
Duranta erecta, o Duranta repens (Avilés, Pupo, Viera, Rosabal, Guardia, Sangoquiza, &

Naranjo, 2018), entre otros.

“Son arbustos o arboles pequefos, de 2 a 6 m de alto, con flores de alrededor de 1cm
de ancho entre azules y lilas. Tallo: frecuentemente armados con espinas gruesas de 0.5 a 2
cm de largo, ramas con pelos blancos o sin ellos. Hojas: opuestas simples con lamina eliptica.
Flores: Inflorescencia terminal y axilar, en pedicelos de 2 a 5 mm de largo, cada una sostenida

por una bractea” (Avena et al., 2018).

1.1.1. Distribucion y ecologia

Segun Minga & Verdugo (2015), los arbustos de Duranta "Se distribuyen en bosques
caducifolios, montanos y areas disturbadas de Venezuela, Colombia, Ecuador y Pera entre
1500 y 3000 m de altitud. En nuestro pais ha sido registrada en las provincias de Azuay,
Bolivar, Cafar, Cotopaxi, Galapagos, Loja y Los Rios”. En la region sur del Ecuador y
especificamente en la provincia de Loja, cuenta con una gran variedad de especies vegetales,
entre ellas el género Duranta, varias se encuentran en el Vivero Municipal de Loja, cuyo
proposito es la ornamentacion y reforestacion de parques, jardines, riberas de rios de la

ciudad.

1.1.2. Usos
Debido a sus diferentes floraciones y frutos, existen algunos usos medicinales, como
usos tradicionales, con sus tallos se elaboran husos y guangos para hilar; con sus frutos se

emplean para lavar la cabeza, ademas también se utiliza como lefia (madera) (Avena et al.,



2018); con sus hojas se obtienen extractos para actividad antifingica. La especie posee
actividades citotoxicas y antibacterianas, con efectos antioxidantes. Ademas, Avilés et al.
(2018), menciona que "los extractos acuosos de D. repens ayudan a mejorar la contractilidad
uterina en las mujeres para facilitar el parto, asimismo se han realizado algunos informes

sobre sus usos en la mitigacién de la contaminacién del aire”.

1.1.3. Cultivo

Las plantas Duranta se cultivan al aire libre en viveros, como plantas ornamentales a
temperaturas calidas, en preferencia en lugares directos de sol para mayor sobrevivencia, no
soportan las heladas por debajo de los 5 °C, se adapta a suelos ligeros y fértiles. Soporta bien
la sequia, pero es conveniente un riego moderado para que el sustrato se mantenga hiimedo,
al mismo tiempo hay que darle una poda, para que ayude a fortalecer la planta y darle forma

(Ribera, 2016).

1.1.4. Propagacion

El proceso de propagacién o multiplicacion de esta planta suele ser de dos formas,
por semillas y por esquejes. Mediante semillas, los frutos deben ser recolectados maduros
(color amarillo), luego se deben extraer las semillas y secarlas al sol. Antes de sembrarlas se
recomienda ponerlas en remojo durante 24 horas, con este tratamiento alcanza porcentajes
de germinacion entre 10 y 20 % (Minga & Verdugo, 2015) los cuales son considerados muy

bajos.

La multiplicacion por esquejes, es el método, y es el mas recomendable para su
propagacion, ya que resulta de gran utilidad si lo que se quiere es obtener varias plantas para
formar un cerco o seto, durante el proceso se puede utilizar hormonas para enraizar y, es
importante que durante las primeras etapas de propagacion se realice bajo sombra,

preferiblemente ventilado y con buena luz (Paredes, 2010).



1.2. Bacterias PGPR (Bacterias promotoras de crecimiento vegetal)

Paredes (2014), menciona a Kloepper & Schroth (1978), que ellos “designaron a las
rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas (Plant Growth Promoting Rhizobacteria,
PGPR) en 1982, y a su vez propusieron que las bacterias colonizaban las raices, estimulaban
el crecimiento de las plantas y reducian la incidencia de las enfermedades . Dentro de las
PGPR mas referenciadas son Azospirillum sp., Bacillus sp., Rhizobium sp., Burkholderia sp.,
Enterobacter sp., Streptomyces sp., Azetobacter sp., Erwinia sp., Herbaspirillum sp.,

Klebsiella sp., Pseudomonas sp., y Xanthomonas sp. (Criollo et al., 2013).

Cabe mencionar que algunos géneros de bacterias causan enfermedades en plantas,
mientras que otras son beneficiarias por ellas, debido a que ayudan a defenderse de
microorganismos dafinos; estas bacterias son capaces de actuar contra insectos, hongos y
nematodos. Algunos géneros de bacterias que pertenecen a este grupo son: Bacillus,
Pseudomonas y Streptomyces (Carreras, 2011). Las rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal benefician a los cultivos agricolas a través de mecanismos directos e indirectos; los
directos se evidencian en ausencia de otros microorganismos, mientras que los mecanismos
indirectos se pueden observar en la interaccion del microorganismo de interés con un

fitopatdgeno, como Pseudomonas, Bacillus y Streptomyces (Paredes, 2014).

Los géneros de bacterias Streptomyces sp. y Bacillus sp. se destacan por su amplia
distribucion en la naturaleza, tienen gran potencial como agentes de control de patdgenos y

como promotores del crecimiento vegetal (L6pez, 2013).

“Las PGPR favorecen el crecimiento de las plantas a través de funciones claves para
la planta tales como: (i) control biologico de los patégenos mediante efectos antagonista o de
induccion de resistencia sistémica, (ii) incremento de la biodisponibilidad de elementos

minerales como por ejemplo la solubilizacion de fosfatos, fijacion de nitrdgeno, sintesis de



fitohormonas, o (iii) la fitoestimulacién al propiciar la emergencia o el enraizamiento, para un
mayor desarrollo de la planta” (Figura 1) (Echeverria, 2011). "Las PGPR deben cumplir tres
caracteristicas intrinsecas: (i) ser capaces de colonizar la raiz y su zona de influencia; (i)
sobrevivir y multiplicarse en los microhabitat asociados a la superficie de la raiz donde
compiten con la microbiota natural y (iii) estimular el crecimiento vegetal” (Correa, 2008).

Figura 1.

Interaccion benéfica planta-bacteria en la rizésfera.

Carbon
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Nota: Adaptado de Echeverria (2011). "Funciones: Movilidad (1), Adherencia (2) crecimiento
(3). Las PGPR pueden mejorar el crecimiento de la planta por la liberacion de nutrientes y
fitohormonas y / o inhibir enfermedades en las raices causadas por fitopatdgenos. La inhibicion
de los fitopatégenos puede resultar de manera indirecta a través del ISR (sistema inmune

sistémico) (4) o de manera directa, debido a la produccién de metabolitos secundarios (5) ".

1.2.1. Bacillus sp.

Tejera, Heydrich & Rojas (2011), indican que “por primera vez Cohn, descubrié el
género Bacillus y diversas especies filogenéticas y fenotipicamente heterogéneas. Ademas,
el género Bacillus es conocido porque se distribuye en diferentes ambientes como agua, suelo
y agro-sistemas, asi mismo, ha sido ampliamente estudiado debido a su alta abundancia”.

Por otra parte, este género muestra potencialidad en el crecimiento, lo que le facilita la



colonizacién de las plantas y la produccion de fitohormonas, debido a su motilidad, asi como

también el control biolégico de patégenos (Lopez, 2013).

El género Bacillus sp. incluye especies responsables del control biolégico de
enfermedades y plagas que atacan a los cultivos. Actualmente estudios que se llevan a cabo
con estas bacterias se han enfocado principalmente en la capacidad de actuar como bacterias
bioprotectoras y promotoras del crecimiento vegetal (Figura 2). Bacillus es uno de los géneros
mas comunes de bacterias de vida libre presentes en el suelo. En este habitat, se ubica desde
las capas mas superficiales hasta las mas profundas y, se encuentra colonizando la rizosfera

de las plantas (L6pez, 2013).

Figura 2.

Mecanismos de control biologico de Bacillus sp.
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Nota: adaptado de Villarreal et al. (2018). Las principales vias por las cuales estas cepas evitan
el establecimiento y desarrollo de organismos fitopatdgenos, es a través de diferentes
mecanismos, que incluyen A) la excrecion de antibioticos, B) sideroforos, C) enzimas liticas,

D) toxinas y E) induciendo la resistencia sistémica de la planta (IRS).

Su ciclo de vida se divide en dos fases: crecimiento vegetativo y esporulacion. Durante
el primer estado, la bacteria crece de forma exponencial cuando se encuentra en un medio

donde las condiciones son favorables. En la esporulacion se ha visto que existe una gran
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distribucion de estas endosporas, estructura que les permite sobrevivir en condiciones

extremas de temperatura desecacion, pH, entre otros (Tejera et al., 2011).

< Principales caracteristicas.

Este género comprende una diversidad de caracteristicas fisioldgicas, como
microbioldgicas, entre las caracteristicas se destaca su crecimiento aerobio 0 en ocasiones
anaerobios facultativos, Gram positivas, morfologia bacilar, catalasa positiva, movilidad
flagelar y tamafio variable (0.5 a 10 um), su crecimiento éptimo ocurre a pH neutro, ademas
destaca su capacidad de producir endosporas (ovales o cilindricas) (Villarreal, Villa, Cira &

Estrada, 2018).

1.2.2. Streptomyces sp.

Lapaz (2011), hace conocer que, “el género Streptomyces pertenece a la familia
Streptomycetaceae y orden Actinomicetales”. Los microorganismos del género Streptomyces
sp. habitan en aire, estiércol, agua marina, agua dulce, fango de los rios y fondo de los lagos,
los mismos gue disminuyen minimamente la poblacién por sus bajas condiciones (Ampuero,
2016). Ademas, tienen la capacidad de producir un gran nimero de compuestos quimicos de
viable utilidad para el hombre, los cuales se manipulan en la industria farmacéutica. Diversos
grupos de estos microorganismaos son capaces de actuar como PGPR y por lo tanto, sirven

de utilizacién en la agricultura (Lopez, 2013).

Tienen gran importancia en los ecosistemas naturales por su participacion en la
degradacién de la materia organica y actividad biolégica como agentes antagonicos,
farmacoldgicos, agrobiolédgicos incluyendo insecticidas, fungicidas, herbicidas y compuestos
de regulacion como factores de crecimiento (L6pez, 2013). Ademas, pueden sobrevivir como
esporas en condiciones desfavorables, pero son necesarios en el uso de la agricultura para

la formulacion de productos comerciales, viables y estables (Paredes, 2014).
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Los miembros de este género son conocidos por la produccién de metabolitos
secundarios biolégicamente activos, con la finalidad de mejorar la capacidad de sobrevivencia
en el suelo, a través de una serie de antiinflamatorios, inmunosupresores y en particular

antibioticos incluyendo a la estreptomicina (Lapaz, 2011).

El ciclo de vida de Streptomyces sp. implica diferentes procesos de diferenciacion
morfolégica y fisiologia, son capaces de colonizar sustratos relativamente secos con restos
de materia orgénica, dando lugar al micelio por la formacién de una red de hifas ramificadas.
Estas hifas obtienen nutrientes de la degradacién del material organico insoluble gracias a

numerosas enzimas hidroliticas (Lépez, 2013).

% Principales caracteristicas.

Este género engloba bacterias filamentosas, micelares, aerobias estrictas, sintetizan la
enzima catalasa, son Gram positivas, crecen lentamente, en un periodo entre 2 a 10 dias,
capaces de utilizar un gran nimero de compuestos organicos como fuente de carbono y
energiay, con un elevado contenido en guaninas y citocinas en su genoma (Ampuero, 2016).
1.3.  Efectos entre el uso de fertilizantes y microorganismos

En la actualidad existen diversos impactos negativos en el ambiente por el uso
excesivo de fertilizantes en la agricultura, provocando varios perjuicios como: contaminacion
de aire, deterioro del suelo y eutrofizacion de las aguas, causando pérdida en la biodiversidad
y dafios en la salud del hombre (Cano, 2011). Sotelo et al. (2012), indica que, los
microorganismos benéficos (hongos micorrizos arbusculares y rizobacterias), pueden
utilizarse como biofertilizantes, ya que ayudan a promover el crecimiento vegetal, gracias a
la asociacion simbiética que permiten aprovechar con més eficiencia la humedad del suelo.
La aplicacién de estos microorganismos benéficos se la puede hacer de manera directa o
indirectamente; de manera directa contribuye al crecimiento de las plantas y reducira la
incidencia de enfermedades, lo cual, genera un impacto indirecto benéfico al medio ambiente

y a los productores agricolas. Ademas, se presume que estos microrganismos poseen la
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habilidad de causar o cambiar la concentracién de hormonas en la planta, asi mismo fijan
simbidticamente N, son antagonistas contra microorganismos fitopatdgenos y solubilizan

fosfatos, minerales y otros nutrientes (Sotelo et al., 2012).

1.3.1. Inoculacion de bacterias promotoras de crecimiento vegetal

Paredes (2014), menciona que, “existen diversas investigaciones sobre las
rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas, es por ello que buscan alternativas para
disminuir el uso de fertilizantes quimicos, con el fin de encontrar opciones mas amigables con

el medio ambiente y productividad de las especies vegetales™.

En afios recientes, se ha retomado el interés de utilizar bacterias promotoras de
crecimiento en la produccién de cultivos. Estas bacterias tienen la capacidad de colonizar las
raices y estimular el rendimiento como el crecimiento de los cultivos (Diaz, Ferrea, Almaraz
& Alcantar, 2001). La forma de inoculacién de rizobacterias sobre las plantas es versatil y

sencilla, ya que pueden ser aplicadas en la semilla, raiz o en el suelo.

Entre los métodos de inoculacion de las rizobacterias, destacan las microcapsulas,
(Figura 3), las cuales, han demostrado ser mas eficientes que la forma liquida, debido a su
cualidad de proveer proteccién a los microorganismos contra el estrés ambiental y estabilidad
a las células bacterianas, permitiéndoles sobrevivir por mas tiempo en la rizosfera de las
plantas (Hernandez, Chiquito, Castillo, Chuiquito, Vidal & Beltran, 2018). Por lo tanto, los
efectos de diferentes métodos de inoculacion de especies rizobacterianas, facilitan la
expresion de sus cualidades como agentes promotores del crecimiento y productividad en

plantas (Bravo & Jimenez, 2009).

La respuesta de las plantas ante la inoculacion esta en funcion a diversos factores
como, la especie de rizobacteria, el hospedero, tipo de suelo, condiciones ambientales,
concentracion del inoculo y modo de inoculacion (Hernandez et al., 2018). Ademas, depende

de las compatibilidades funcionales en la fisiologia y en la bioquimica de la interaccion
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(bacteria — planta) (Cano, 2011). De esta manera, los metabolitos que absorben las raices,
como vitaminas, enzimas y otros compuestos beneficiosos obtenidos por estas bacterias,

estimulan el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Figura 3.

Inoculacién de rizobacterias por medio de microcapsulas.

Nota: Adaptado de Hernandez et al. (2018). El método de microcapsulas mejora el efecto de
las rizobacterias, porque confieren a las células bacterianas estabilizacién, proteccion,

incremento poblacional y liberacién progresiva entorno a la rizésfera de las plantas.

1.3.2. Microencapsulacion: Inoculante de alginato

La microencapsulacion es una técnica que esta conformada por particulas con una
membrana polimérica de alginato de sodio. La encapsulacién de microorganismos permite el
aislamiento fisico y, proporciona proteccion contra factores de medio ambiente o componentes
fisicoguimicos del suelo, permitiendo la liberacién gradual del agente encapsulado (Caicedo &
Chamba, 2016). Los encapsulados pueden ser utilizados en la industria farmacéutica,

alimenticia, médica y agricola.

El alginato es uno de los polimeros naturales compuestos de acido D-manurénico y
acido L-glucuronico, y puede extraerse de diferentes macroalgas, asi como de varias

bacterias; pues forma una matriz altamente versétil, biocompatible y no téxica para los
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componentes activos, células o microorganismos sensibles al calor, pH, oxigeno y luz, entre
otros factores (Hernandez, Hinojosa, Salazar, Garcia, Rodriguez & Quiroz, 2018). La
gelificacidn consiste en suspender el compuesto que se va a encapsular en la solucién acuosa
de alginato sddico, adicionando por medio de goteo sobre una solucién acuosa de cloruro de
calcio (Caicedo & Chamba, 2016). La microencapsulacion se da por diferentes métodos de

gelificacion idnica, ya sea de manera externa e interna (Figura 4).

Figura 4.

Mecanismos de gelificacion i6nica externa e interna.

@& .
..1}.,{) Gelificacion uxterna M
9
|
Solucidn de
Alginato
e Gelificaclon Interna A

TN A
SOIcn te Algiiato

Nota: Adaptado de Caicedo & Chamba (2016). Gelificacién i6nica externa: consiste en
introducir la solucion de alginato, en una solucién con iones calcio, provocando una formacion
de gel. Mientras que gelificacién idnica interna: se basa en la liberacién controlada de la sal de
calcio en la solucién de alginato de sodio, la cual debe estar previamente soluble o dispersa

en el polimero.
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CAPITULO 2 (OBJETIVOS)

2.1. Objetivo general del proyecto

Evaluar el desarrollo fisiolégico de esquejes de Duranta sp., bajo diferentes

aplicaciones bacterianas.

2.2. Objetivos especificos del proyecto

e Verificacion de la viabilidad de las bacterias PGPR encapsuladas.
¢ Determinar el efecto de las bacterias PGPR aplicadas en forma encapsuladas sobre

caracteristicas fenoldgicas de Duranta sp.
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Capitulo 3. (Materiales y métodos)

El estudio experimental fue realizado en dos etapas: (1) en el Laboratorio de Fisiologia
Vegetal de la Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL), la cual consistié en la obtencién,
reactivaciéon, incremento de la biomasa y encapsulacién de las bacterias promotoras de
crecimiento, (2) realizada en el vivero Municipal de la Ciudad de Loja, donde se aplico las
bacterias encapsuladas a las plantas (esquejes) de Duranta sp. para evaluar los procesos

fenoldgicos de enraizamiento y de desarrollo de las plantulas.

3.1. Fase experimental: Laboratorio

3.1.1. Obtencién y reactivacion de bacterias PGPR
Las dos cepas bacterianas: Streptomyces sp. (B1=E4-13) y Bacillus sp. (B3=E4-8),

fueron proporcionadas por la coleccion de microorganismos de la UTPL.

Una vez obtenidas las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, se procedié a
descongelarlas a temperatura ambiente, después fueron sembradas por el método de
siembra en cuadrantes en medio de cultivo Tripticasa Soya Agar (TSA), (UNAM, 2014). Las
cajas, una vez inoculadas, se incubaron a 30°C durante 4 a 8 d, el tiempo del crecimiento de
las cepas de Bacillus y Streptomyces varian entre ellas. Una vez verificado el crecimiento se
realizé la técnica de tinciébn Gram, para confirmar morfologia de las cepas bacterianas.
3.1.2. Incremento de la biomasa bacteriana

Una colonia bacteriana fue inoculada en caldo Tripticasa de Soya (TSB), incubando a
30°C, por un periodo de 24 h. Posteriormente, se centrifugé a 1000 rpm por 15 min para
obtener un pellet bacteriano y reconstruirlo en alginato estéril (Ampuero, 2016).

3.1.3. Microencapsulacion
La concentracién de Streptomyces sp. se ajusté a 1x10'° UFC/mL, mientras que

Bacillus sp. a 1x10* UFC/mL, en un volumen final de 50 mL con TSB previamente esterilizado
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y luego se centrifug6 (1000 rpm, por 15 min, a 4 °C) para recuperar las células bacterianas.
Los sedimentos bacterianos se resuspendieron en un tubo de 50 mL estéril que contenia 50
mL de esterilizacion previamente (15 min, 121 ° C) alginato de sodio al 2% (Lalaymia,

Cranenbrouck, Draye, Declerck., 2012).

La preparacién de las bacterias se dio en base a los tratamientos a evaluar en campo
(vivero). Los tratamientos realizados fueron: Tratamiento 1: plantula + Streptomyces sp.,

Tratamiento 2: plantula + Bacillus sp., Tratamiento 3: control plantula (Tabla 1).

Cada tratamiento y por igual fue atrapado en perlas de alginato mediante el uso de
micropipetas (T-1000, Axygen) y vertido en una solucién esterilizada previa (15 min, 121 ° C)
de cloruro de calcio al 0.1 M, mantenida bajo agitacion constante durante 30 min. Las perlas
de alginato se tamizaron posteriormente en un tamiz estéril de 1 mm y se enjuagaron con
agua desionizada esterilizada previa (15 min, 121 ° C), las mismas que fueron almacenadas

en refrigeracion a 4°C por 4 meses (Lalaymia et al., 2012).

3.1.4. Evaluacion de unidades formadoras de colonias (UFC) después de
encapsulacion

Para evaluar las UFC de las bacterias encapsuladas, se colocé una perla de alginato
en acido citrico estéril al 1% diluido en un tubo eppendorf 15 mL, para después colocarlo
sobre un shaker a 250 rpm por 30 min, una vez diluido se procedié a hacer la dilucién 1:10,
(100 uL de muestra en 900 uL de agua estéril) y finalmente se las sembré por duplicado en
medio TSA por la técnica de extendido en placa. Las cajas inoculadas fueron incubadas por

24 h a 30°C (De La Cruz & Teran, 2013).

3.1.5. Confirmacién de viabilidad de bacterias PGPR en capsulas deshidratadas
Para verificar el crecimiento de las bacterias, se realizé un ensayo con gelatina sin sabor mas
azucar, se colocé el agar en cajas Petri y una vez gelificado, se procedié a ubicar 4 capsulas

deshidratadas de cada bacteria, a temperatura ambiente por 24 h.
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3.2. Fase experimental: Vivero

3.2.1. Obtencion y enraizamiento de los esquejes de Duranta sp.

Las plantulas de Duranta sp. fueron obtenidas en el vivero Municipal de Loja. Cada
esqueje se corto a nivel de la base del tallo y ramas principales, el tamafio de estos esquejes
fue entre 4 a 12 cm. Para plantar los esquejes se hizo un corte lateral en bisel en la base del
tallo, se los sembré directamente en el sustrato, con una relacion 3:1:1:1, (tierra, arena, tamo
de arroz y humus) a una distancia de entre 4 a 6 cm uno del otro, una vez plantados los
esquejes fueron dejados con una malla-sombra (Zaran) para mantener el sustrato himedo y

para evitar la intensidad de la luz solar.

3.2.2. Inoculacion de bacterias PGPR
Se realizé el ensayo en 45 plantulas, considerando a cada plantula o esqueje como
una unidad experimental o repeticion (tabla 1). En cada esqueje se inoculé 4 cépsulas de

alginato de sodio deshidratadas, a 1 cm de distancia.
Tabla 1.

Descripcién de los tratamientos de bacterias PGPR.

Capsulas de

) Descripcién del NUmero total _
Tratamiento ) ) alginato por
tratamiento de esquejes ]
esqueje
T1 Streptomyces sp. + plantula 15 4
T2 Bacillus sp. + plantula 16 4
Control Plantula 14 0

Nota: En el tratamiento 1 se coloc6 60 capsulas de alginato, mientras que en el tratamiento 2

se coloco 64 capsulas de alginato, en excepcion del control.
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Verificacion del microbiota inoculada.

Variables evaluadas

Se evaluaron los pardmetros cada 15 d a cada uno de los esquejes de todos los

tratamientos, la evaluacién fue por 2 meses después de la inoculacion. Las variables

evaluadas fueron: altura, diametro del tallo, nUmero de brotes, y longitud de raiz; asi mismo

se realiz6 el riego y manejo en general del cultivo de manera continua y similar en los tres

tratamientos.

3.2.4.

Los métodos de las variables de evaluacién se detallan a continuacion:

Altura de la planta: Se hizo la medicion cada 15 d desde la base del tallo, hasta el
eje principal, de acuerdo con el tratamiento y repeticién (Lozada & Rivas, 2010).
Diametro: Al igual que la altura, esta variable se midi6 cada 15 d después del
trasplante, aproximadamente a la mitad del tallo, expresado en cm (Lozada & Rivas,
2010).

Namero de brotes: Esta variable se la midi6 cada 20 d, de acuerdo con el crecimiento
y la altura de las plantulas (Lozada & Rivas, 2010).

Longitud de la raiz: Esta variable se la evalu6 a los 60 d a cada esqueje, luego se lo

midié con una regla, expresado en cm (Diaz, Ferrera, Almaraz, Alcantar, 2001).

Andlisis estadistico

Para establecer diferencias estadisticas significativas en los parametros medidos

(campo), se comprob6 la normalidad o no de los datos con pruebas de homogeneidad KS,

una vez con ello (datos normales), se aplicO6 ANOVAS de una via respectivamente, a un nivel

de significancia p<0,05. Para estos analisis, se utilizé el software estadistico SPSS 24,0.
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Capitulo IV (Resultados y discusion)
4.1. Fase Laboratorio

4.1.1. Reactivaciony crecimiento bacteriano en medios TSA 'y TSB

Al momento que se realiz6 la reactivacion de las cepas bacterianas en el medio de
Tripticasa Soya Agar (TSA), se pudo describir y observar (macroscopicamente), que las
bacterias varian en el tiempo de crecimiento, de manera que las colonias de Bacillus sp.
(figura 5A), aparecieron de 24 a 48 h, dando un eficaz crecimiento, mientras que el tiempo de
aparicion de las colonias de Streptomyces sp. (figura 5B) era de 48 a 120 h, lo que,
posiblemente se deba a la diferente velocidad de crecimiento propias de cada cepa

bacteriana.

Figura 5.

Observacion macroscopica del crecimiento de las cepas.

Nota: Figura A, Colonias de Bacillus sp. se presentan de color crema, forma irregular,
apariencia ondulada. Figura B, Streptomyces sp. muestra colonias cremas, de borde entero,

con una apariencia pulverulenta.

Los resultados macroscépicos del presente estudio son corroborados por Calvo &

Zuhiga (2010), quienes mencionan que, las caracteristicas propias de las colonias del género
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Bacillus sp. son de color crema, forma irregular, con bordes que varian entre; aserrados,
ondulados y lobulados, ademas, su consistencia se puede presentar seca o cremosa y ligosa.
Asimismo, Ampuero (2016), sefiala que, de acuerdo con la observacion de las colonias de
Streptomyces sp. el tiempo de crecimiento va a variar de acuerdo con el pasar de los dias,
en este caso coincide con los 3 a 6 d, en donde se forman colonias con bordes blanco entero,

con superficie lisa y con apariencia pulverulenta.

Estudios elaborados por Orberé et al. (2005), concuerdan con los resultados obtenidos
en la fase de laboratorio de este trabajo, lo que puede deberse a que, favorablemente las
bacterias PGPR crecen en diversos medios de cultivos, como por ejemplo, algunas especies
de Streptomyces sp. presentan colonias duras, brillantes, y pélidas en agar nutritivo (Correa,
2008). El género Bacillus sp. se destaca por su crecimiento en las condiciones éptimas de
26-30 °C de temperatura y pH neutro (Villarreal et al., 2018). Razdén por la cual, se comprobd
gue el crecimiento de las colonias bacterianas incubadas en 30°C, coinciden con lo que se
logré observar aqui, tomando en cuenta la textura, la forma y el tamafio de las colonias de

las dos bacterias evaluadas (Bacillus sp. y Streptomyces sp.).

Realizada la reactivacion de las bacterias, se estableci6é la produccién del inéculo
bacteriano en Caldo Tripticasa Soja (TSB), los resultados indican (figura 6), que hubo
crecimiento con apariencia de turbidez durante 4 a 7 d, ajustando a Streptomyces sp. 1x10°

UFC/mL, mientras que Bacillus sp., a 1x10** UFC/mL.

Figura 6.

Concentracién de la biomasa bacteriana



Nota: Presencia de turbidez en caldo TSB. Figura A. Cepa bacteriana E4-8 (Bacillus sp.)

Figura B. Cepa bacteriana E4-13 (Streptomyces sp.)

El incremento de biomasa del in6culo bacteriano, se lo observé a las 48 h, dando como
indicativo de que las colonias bacterianas inoculadas en el caldo efectuaron una alta

concentracion de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por medio de las diluciones.

La fase de produccion fue determinada por medio de la observacion directa del
microrganismo, la cual fue realizada microscopicamente a través de la coloracién de Gram,;
dando que en Bacillus sp. y Streptomyces sp. se pudo notar la forma, tamafio y la coloracion
de tono violeta, indicativo de ser Gram positivas, dando como resultado su forma bacilar de
distintos tamafios. Resultados similares coinciden con lo reportado por Realpe, Hernandez,
& Agudelo (2002), indicando que, “Bacillus sp. en su morfologia microscopica presento
bacilos Gram positivos, de 1.3 mm de diametro por 3 a 5 mm de largo, con bordes
redondeados, que forman cadenas cortas”. Asi mismo, Méndez, Flores & Paramo (2017), en
su investigacion demostraron diferentes cepas del género Bacillus sp. sometidos a pruebas

de tincion de Gram.

La investigacion realizada por Guevara (2017), sefiala que, "todas las bacterias del
género Streptomyces sp. aisladas y purificadas resultaron Gram positivas, es decir que

poseen una pared celular gruesa con varias capas interconectadas de peptidoglicano, el cual
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tiene afinidad por el colorante crista violeta™. Esta prueba también nos permitio identificar y

diferenciar la morfologia celular de las cepas de Streptomyces sp. de este estudio.

De acuerdo con los estudios antes mencionados, se destaca la importancia de realizar
tinciones Gram, tanto para confirmar las especies de las bacterias, como para observar su
coloracién y definir si son grampositivas o gramnegativas. Los resultados que se obtuvieron
de los géneros de Bacillus sp. y Streptomyces sp. concuerdan con los estudios de los autores
antes mencionados, y cabe indicar que estos ensayos revelan que es posible considerar que
las cepas evaluadas ademas de ser utilizadas como un fertilizante, también, podrian utilizarse
como una alternativa en el control biolégico, mediante la aplicacion individual o en mezcla
para obtener una mayor eficiencia en el control de estos, tal como lo comenta, Lopez (2013),
gue la aplicacién de estas bacterias ayudan a controlar plagas y enfermedades en las plantas

y cultivos agricolas.

4.1.2. Eficiencia del encapsulado de Bacillus sp. y Streptomyces sp.

Con la finalidad de medir la eficiencia del encapsulado, se evalu6 dos variables en la
sobrevivencia de las bacterias. La primera se determind mediante la cuantificacién de las
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mL de microcdpsula, para poder definirlas como
la cantidad de células presentes en las microcapsulas (UFC/mL). En la segunda variable se
definié para valorar la viabilidad del microrganismo ya encapsulado, disolviéndolo con acido
citrico al 1% a través de las UFC cuantificadas en las microcapsulas. Es importante conocer
la cantidad de células presentes para poder tener un control de las UFC inoculadas (De La

Cruz & Teran, 2013).

Como se puede observar en la tabla 2, los calculos realizados por duplicado indican
gue con una concentracion promedio inicial de Bacillus sp. es de 1x10'* UFC/mL, se obtuvo
una concentracion final de 1x108 UFC/mL. Mientras que Streptomyces sp. inicio con una
concentracion de 1x10'° UFC/mL y después o al final presento una concentracion de 1x10’

UFC/mL, por lo que se puede indicar que las microcapsulas elaboradas y evaluadas en el



24

presente estudio, mostraron una buena viabilidad de las cepas de Bacillus sp. y Streptomyces

sp. siendo posible su uso en la fase de campo (vivero).

Tabla. 2.

Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por ml de microcapsulas.

UFC (ANTES DE

BACTERIAS PGPR UFC (ENCAPSULADAS)
ENCAPSULAR)
Bacteria Bacillus sp. 7.3 x 101t UFC/mL 5,0 x 108 UFC/mL
Bacteria Streptomyces sp. 5,4 x 1010 UFC/mL 3,3 x 107 UFC/mL

Los resultados en cuanto al encapsulamiento obtenidos, son similares a lo reportado
por Andrade & Avellan (2020); De La Cruz & Teran (2013). La buena viabilidad de las cepas
bacterianas posiblemente se debe a la proteccion adecuada que le confiere el material de
recubrimiento, ademas, las concentraciones de las bacterias encapsuladas cumplen con los
rangos establecidos para poder tener un mayor efecto funcional de la bacteria a la planta,

para lo que es necesario que se encuentre en concentraciones de hasta 108 UFC/mL.

Los tratamientos de las microcapsulas efectuados por las poblaciones de UFC,
muestran que el método de microencapsulacion es eficaz, ya que al momento de aplicar las
rizobacterias Bacillus sp. y Streptomyces sp. facilitan la liberacién de las células, mejoran su
adhesion y colonizan las raices, presentando un mejor efecto como agentes promotores del

crecimiento vegetal (Hernandez et al., 2018).

Luna, Lopez & Jiménez (2007), indican que, “existen diversas metodologias para
producir encapsulados, las mismos que varian de acuerdo con el tamafio, biocompatibilidad
y la biodegradacion que necesite en la particula. Las microcapsulas se presentan de
diferentes tamafios y formas de acuerdo con los materiales y métodos utilizados, éstas

pueden variar desde particulas submicrométricas hasta varios milimetros™.



25

El micro encapsulado formado con una mezcla de alginato al 2% y cloruro de calcio al
0.1 M., resulto dar la condicion ideal a las cdpsulas, ya que estas no se adhirieron entre ellas,
conservando su forma y su facilidad de manipulacion (figura 7A), al observar los resultados
de las microcapsulas se pudo apreciar sus formas redondas, amorfas, con tamafios
promedios 7 mm. Sin embargo, cabe mencionar que, las microcapsulas fueron almacenadas
en refrigeracion a 4°C por 4 meses, esto debido al confinamiento por COVID 19, por ello que
se presentaron un tanto deshidratadas, con forma amorfa y de color café (figura 7B) al
momento de su aplicacion, lo cual esto se debe a factores asociados a la temperatura ejercida

y al tiempo de almacenamiento.
Figura 7.

Microcapsulas de alginato + bacterias PGPR

Nota: Las microcapsulas preparadas mediante el método gelificacién iénica externa, Figura A.

Microcapsulas hidratadas, Figura B. Microcdpsulas deshidratadas.

La concentracién de alginato toma un papel importante en la formacion de las
microcapsulas, ya que con una concentracion baja no se consolidan y quedan adheridas al
papel filtro como una pelicula delgada. Por lo que la concentracion de 2%, formé particulas
gue al secarse permanecen y son manejables. Asi mismo, la concentracion de cloruro de
calcio no es determinante en el proceso, al 1M y en 15 min es suficiente, mientras que a 0.1M

las microcapsulas requieren permanecer por mas tiempo en la solucién, como en este caso
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(30 min). Para la formacion de las microcapsulas, el pH aparentemente no tiene efecto alguno,

ya que independientemente del mismo, las particulas no pierden sus propiedades o forma.

Estudios realizados por Parra (2011), han mostrado que cultivos inmovilizados de
alginato de sodio son los mejores protectores para la sobrevivencia de bacterias bajo
diferentes condiciones de ensayo, en comparacién de aquellas bacterias que fueron probadas
en el estado no encapsulado. Por otra parte, Herndndez et al. (2018), mencionan que, las
bacterias Bacillus sp. y Streptomyces sp. no forman esporas de resistencia, por lo cual se
vuelven mas susceptibles a deshidratarse. Por esta razén la combinacion de las
concentraciones de los componentes de alginato de sodio y cloruro de calcio, fueron muy
eficientes y no mostraron mayores exigencias, ya que una de las principales caracteristicas

es la facilidad e inocuidad del proceso, sin influencia alguna de factores medioambientales.

Por consiguiente, la eficiencia de las microcapsulas con alginato durante el
almacenamiento a 4°C demostr6 que Bacillus sp. y Streptomyces sp. se mantuvieron viables
durante los 4 meses en refrigeracion, comprobando esto mediante 2 formas, primero se
introdujo las microparticulas deshidratadas en agua por 2 meses, éstas no se disolvieron, por
lo que se determina que no existe liberacion de la bacteria encapsulada, mas bien se tuvo un
excelente resultado como es su hidratacion, permitiendo que las capsulas vuelvan a tener su
forma inicial. Por otra parte, al colocar las microcapsulas deshidratadas en la gelatina sin
sabor mas azlcar, se pudo apreciar que, dentro de 24 h, estas presentaron un buen
crecimiento e hidratacion, por lo que se confirmé que las bacterias permanecen vivas en las

microcapsulas y es una manera de conservar las cepas bacterianas.

Los resultados obtenidos son similares a los que han sido reportados por Herrera
(2016), y Andrade & Avellan (2020), en donde demuestran que las cipsulas sometidas al
agua, presentan una buena estabilidad debido a su hidrosolubilidad, y no permite su

propagacion bacteriana, ni formacion de colonias. Igualmente, cuando las microcapsulas
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deshidratadas se colocaron en las cajas con agar, se logro recuperar el tamafio, las bacterias

del medio y comprobar la formacién de un halo alrededor.

4.2. Fase de campo (vivero)

Las variables analizadas en nuestro estudio fueron la altura de la planta, el didmetro

de tallo, nUmero de brotes y la longitud de raiz.
=+ Altura de la planta

La figura 8, muestra la ganancia de altura entre el dia 1 y dia 60 en los diferentes
tratamientos evaluados. Podemos apreciar que no se muestra diferencia estadistica
significativa entre la aplicacién de las bacterias promotoras de crecimiento Streptomyces sp.,
Bacillus sp. y tratamiento testigo. Sin embargo, también se puede observar que el tratamiento
de la bacteria Bacillus sp. es la que logr6 una mayor ganancia de altura entre los tres
tratamientos evaluados. Siendo superior con 0,11 cm mayor a Streptomyces sp. y 0,07 cm

mayor al tratamiento testigo.
Figura 8.

Altura ganada en las estacas de la especie Duranta sp. entre el inicio y final de experimento

(60 dias).
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sp.
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Nota: Las barras representan el promedio de altura ganada por tratamiento. Las barras
superiores representan el error estandar y las letras mindsculas muestran diferencias

estadisticas significativas entre tratamientos (p<0,05).
+ Diametro

La figura 9, detalla el diametro final al dia 60 de los esquejes de los diferentes
tratamientos evaluados. Podemos apreciar que no se muestra diferencia estadistica
significativa entre ellos. Sin embargo, también se puede observar que el tratamiento testigo
es el que tuvo un mayor diametro entre los tres tratamientos. Siendo superior con 0,03 cm

mayor a Streptomyces sp. y Bacillus sp.
Figura 9.

Diametro ganado en las estacas de la especie Duranta sp. entre el inicio y final de

experimento (60 dias).
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T. bacteria Streptomyces  T. bacteria Bacillus sp. Testigo
sp.

Nota: Las barras representan el promedio del didmetro ganado por el tratamiento. Las barras
superiores representan el error estandar y las letras minUsculas muestran diferencias

estadisticas significativas entre tratamientos (p<0,05).

+ Numero de brotes
La figura 10, da a conocer el numero de brotes obtenidos en los 60 dias de evaluacion

en los tres tratamientos evaluados. Podemos apreciar que tampoco se muestra diferencia



29

estadistica significativa entre la aplicacién de las bacterias promotoras de crecimiento
Streptomyces sp., Bacillus sp. y tratamiento testigo. Sin embargo, el tratamiento de la bacteria
Streptomyces sp. es la gue se ve un mayor nimero de brotes, siendo superior con 0,88 brotes

mayor a Bacillus sp. y 0,47 brotes mayor al tratamiento testigo.
Figura 10.

Los brotes ganados en las estacas de la especie Duranta sp. entre el inicio y final de

experimento (60 dias)

BROTES DE (UNIDAD)
OFR P NNW®WA-ABDDOGOOM

T. bacteria Streptomyces T. bacteria Bacillus sp. Testigo
sp.

Nota: Las barras representan el promedio de los brotes obtenidos por tratamiento. Las barras
superiores indican el error estandar y las letras minlsculas muestran las diferencias

estadisticas significativas entre tratamientos (p<0,05).

+ Longitud de raiz

La figura 11, indica longitud de la raiz entre en el dia 60 de los tratamientos
evaluados. Asi también, al igual que las otras variables, no se presenta diferencia
estadistica significativa. No obstante, el tratamiento de la bacteria Bacillus sp. es la que
muestra visualmente una mayor longitud de raiz. Siendo superior con 0,32 cm a

Streptomyces sp. y 0,52 cm mayor al tratamiento testigo.
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Figura 11.

Longitud de la raiz ganada en las estacas de la especie Duranta sp. entre el inicio y final de

experimento (60 dias).
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Nota: Las barras representan el promedio de la longitud de la raiz ganada por tratamiento. Las
barras superiores sefialan el error estandar y las letras minldsculas muestran diferencias

estadisticas significativas entre tratamientos (p<0,05)

4.2.1. Efecto de los microencapsulados de Bacillus sp. y Streptomyces sp. en el

desarrollo fenoldgico de Duranta sp.

La aplicacion de las bacterias promotoras del crecimiento habitualmente ayudan de
manera positiva a las plantas, contribuyendo en el crecimiento, desarrollo y beneficio de
muchos cultivos agricolas, como pastos, leguminosas y cereales (Villegas et al., 2010). Por
tal motivo, la inoculacion de las rizobacterias encapsuladas se torna en una forma verséatil y
sencilla de aplicacién, ya que pueden ser colocadas directamente en el suelo, como en la
semilla, o la raiz. Ademas, la inoculacién de las bacterias en presencia de NaCl favorece en
los diversos procesos fisiolégicos de las plantas, debido a la produccion de hormonas, a la
velocidad del metabolismo, asi como en el desarrollo de la raiz hospedada segun (Villegas et

al., 2010).
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En este caso, la aplicacion de las microcapsulas de las dos bacterias en las plantulas
de Duranta sp. no mostraron diferencias estadisticas significativas (p=<0,05) entre ellas ni
con el testigo, deduciendo que estadisticamente ningan tratamiento es mejor que otro durante
los 60 d en la que se realizé la medida de las diferentes variables en los esquejes de Duranta
sp. Sin embargo, se pudo observar que entre el testigo y los tratamientos inoculados si hay
diferencias observacionales en el desarrollo de los esquejes (figura 8). Detallando se puede
indicar que: el tratamiento 1 (Streptomyces sp.) de las 15 plantulas de Duranta sp. 3 se
enraizaron, y 2 se secaron, mientras que en el tratamiento 2 (Bacillus sp.) de las 16 plantulas,
7 presentaron raiz, y en cambio en el tratamiento 3 (testigo) de 14 plantulas se observé que
5 de ellas tuvieron su enraizamiento y 3 se secaron, por lo tanto, se muestra un mejor

resultado en el tratamiento 2 (Bacillus sp.).

Figura 12.

Plantulas de Duranta sp., en sus 3 tratamientos.

Nota: Tratamiento 1: Plantula + Bacteria Streptomyces sp., Tratamiento 2: Plantula + Bacteria

Bacillus sp. y Tratamiento 3: Plantulas testigo.
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La aplicacion de Bacillus sp. y Streptomyces sp. inoculadas en las plantulas de
Duranta sp. han presentado una influencia positiva en el desarrollo de la altura, nimero de
brotes y longitud de raiz, es por ello que se obtuvo un mayor crecimiento frente a las no
inoculadas (testigo), corroborando con ello la efectividad que presentan estas cepas
bacterianas en el desarrollo del cultivo. Este estudio refuerza los resultados de la investigacion
de Montero (2016) y Yaselga (2015), en donde dicen que, el sustrato, el adecuado riego,
controlan completamente plagas y enfermedades. Asi como la desinfeccién adecuada del suelo
que favorece el enraizamiento de las plantulas, lo que promueve adaptabilidad directamente

relacionada con el porcentaje de prendimiento de las plantas.

Ademas, los resultados coinciden con lo reportado por Hernandez et al. (2018), en
donde comentan que diferentes investigadores han realizado estudios similares en diferentes
cultivos, como Sivakumar et al. (2014), que al evaluar el efecto de Bacillus sp. las
microcapsulas de alginato y suplementadas en plantas de arroz, obtuvieron diferencias
significativas en germinacion de semillas, longitud de raiz y altura de tallo en relacion a las
plantas testigo. Por otra parte, Schoebitz et al. (2013), menciona que las plantas de trigo
inoculadas con microcapsulas de alginato de sodio contribuyen de forma positiva a las
variables de la altura, biomasa seca y contenido foliar, de manera que los encapsulados
mejoran el efecto de las rizobacterias brindandoles estabilizacion, proteccién, incremento
poblacional y liberacion progresiva entorno a la rizosfera de las plantas. Rekha et al.
(2007), evaluo el efecto de las rizobacterias en las plantas de lechuga mediante la inoculacién
con microcapsulas de alginato de sodio y en suspension liquida, en ambas formas mostraron
incrementos significativos en longitud radical y altura de tallo con relacion a las plantas testigo,
concluyendo que, la inoculacién de las plantas por medio de encapsulados promueve el
crecimiento vegetativo, por lo cual, podria ser factible para su aprovechamiento en la industria

agricola (pp. 4228 - 4229).
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Asi mismo, Diaz et al. (2001), hace referencia su estudio del crecimiento de lechuga,
en el desarrollo de la raiz, por medio de la inoculacién de las bacterias, las mismas que se
han manifestado en mayor crecimiento de la parte aérea del cultivo; destacando la
importancia de las variables evaluadas en la parte aérea y en la raiz del cultivo. Es por ello
que, Pereira et al. (1988) y Kloepper et al. (1991), sugirieron que las bacterias promotoras de
crecimiento, se identifican por su aumento en el desarrollo radical, lo que implica directamente

en el rendimiento del cultivo.

Paredes (2014), menciona que “las rizobacterias Bacillus sp. y Streptomyces sp.
influenciaron positivamente en el desarrollo vegetativo de maiz, en condiciones de campo,
incrementando la altura, nimero de hojas y diametro de tallos. De igual manera, con Bacillus
sp. se ha reportado en maiz incremento en la germinacién y, asi como también incremento
de la biomasa radicular y aérea. Con Streptomyces sp. se ha registrado en maiz incremento
del poder germinativo, emergencia y biomasa radical y aérea” (p. 48). Coincide con Pérez
(2012), quien inocul6 bacterias PGPR; Pseudomonas tolassi, Bacillus pumilus y
Streptomyces cuspidosporus, durante la siembra y trasplante de Cucumis sativus L. "Pepino"
obtuvo los mayores valores de altura de planta y rendimiento. Estas bacterias han sido
estudiadas, con resultados prometedores no solo en el cultivo de maiz, sino también en

papas, pifilones blancos, platano y tomate.

Cabe mencionar de manera general, que este caso a los 60 d de evaluacion, los
esquejes de Duranta sp. empezaron a presentar diferencias en su comportamiento de
desarrollo general, por lo que, se podria asumir, que, con el trascurso de un mayor nimero
de dias en su evaluacion, las dos bacterias si podrian presentar diferencias significativas en

su desarrollo, frente al tratamiento control.
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Conclusiones
Las poblaciones de UFC presentes en los tratamientos con microcapsulas mostraron que
esta técnica de microencapsulacion tiene una mayor eficiencia, ya que al inocularla facilita la
liberacion y mejora la colonizacién de las raices en las plantas, de manera que el encapsulado

no presenta reduccion significativa en la concentracion bacteriana.

Los resultados conseguidos de los 3 tratamientos aplicados reflejan que no hay diferencias
significativas. Todos revelaron comportamientos similares en las variables analizadas. Asi
también, se puede apreciar que los tratamientos aplicados desempefiaron un buen desarrollo
fenoldgico, sin embargo, se podria decir, el tratamiento que mejor resultado presentado de
manera observacional, fue el de la bacteria Bacillus sp. la misma que obtuvo un buen
rendimiento en la altura y en su enraizamiento, ademas es catalogada como una de las

bacterias benéficas que ayudan a que las plantas tengan un buen crecimiento y desarrollo.
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Recomendaciones

Evaluar los elementos que puedan afectar la viabilidad de las bacterias y con esto su efecto
sobre las plantas, asi mismo realizar estudios sobre los factores externos que se pueden

presentar en las condiciones del lugar que se va a utilizar.

Es necesario tener en cuenta los factores de cada variable a evaluar, asi como también, se
debe controlar o evaluar por mayor nimero de dias o tiempo, para obtener mejores resultados
e incluso para mejor desarrollo de la planta, asi mismo para evitar susceptibilidad a

enfermedades y plagas.
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Apéndices

Analisis estadisticos descriptivos

95% del intervalo de confianza

para la media

Desviacion
N Media estandar Error estandar Limite inferior Limite superior =~ Minimo Maximo

Altura_cm T. bacteria Streptomyces sp. 14 3214 , 13688 ,03658 ,2424 ,4005 ,10 ,50
T. bacteria Bacillus sp. 16 ,4063 ,24622 ,06156 ,2750 ,5375 ,00 ,80

Testigo 15 ,3400 ,21314 ,05503 ,2220 ,4580 ,10 ,70

Total 45 ,3578 ,20504 ,03057 ,2962 4194 ,00 ,80

Diametro_cm T. bacteria Streptomyces sp. 13 ,1308 ,06304 ,01748 ,0927 ,1689 ,10 ,30
T. bacteria Bacillus sp. 12 ,1333 ,04924 ,01421 , 1020 ,1646 ,10 ,20

Testigo 14 ,1643 ,08419 ,02250 ,1157 ,2129 ,10 ,30

Total 39 ,1436 ,06804 ,01089 ,1215 ,1656 ,10 ,30

Brotes_unidad T. bacteria Streptomyces sp. 10 4,2000 1,68655 ,563333 2,9935 5,4065 2,00 6,00
T. bacteria Bacillus sp. 16 3,3125 1,07819 ,26955 2,7380 3,8870 2,00 5,00

Testigo 11 3,7273 1,00905 ,30424 3,0494 4,4052 2,00 5,00

Total 37 3,6757 1,27048 ,20887 3,2521 4,0993 2,00 6,00

Raiz_cm T. bacteria Streptomyces sp. 3 ,8000 ,52915 ,31551 -,5145 2,1145 40 1,40
T. bacteria Bacillus sp. 7 1,1286 ,41519 ,22693 , 7446 1,5126 40 1,50

Testigo 5 ,6000 37417 ,30733 ,1354 1,0646 30 1,20

LI 15 8867 46270 11947 6304 1,1429 30 1,50




Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
Altura_cm 3,272 2 42 ,048
Diametro_cm 3,236 2 36 ,051
Brotes_unidad 2,737 2 34 ,079
Raiz_cm ,315 2 12 , 736
ANOVA
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos ,061 2 ,030 714 ,495
Altura_cm Dentro de grupos 1,789 42 ,043
Total 1,850 44
Entre grupos ,009 2 ,005 1,016 372
2L R Dentro de grupos ,167 36 ,005
Total ,176 38
Entre grupos 4,889 2 2,444 1,562 ,224
SIS (TGRS Dentro de grupos 53,219 34 1,565
Total 58,108 36



Entre grupos ,843 2 422 2,348 ,138
REIE G0 Dentro de grupos 2,154 12 ,180
Total 2,997 14
Pruebas post hoc
Comparaciones multiples
HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Limite Limite
Variable dependiente (I) Tratamiento (J) Tratamiento  medias (I-J) Error estandar Sig. inferior superior
T. bacteria Bacillus sp. -,08482 ,07553 ,505 -,2683 ,0987
T. bacteria Streptomyces sp.
Testigo -,01857 ,07669 ,968 -,2049 ,1678
T. bacteria Streptomyces
,08482 ,07553 ,505 -,0987 ,2683
T. bacteria Bacillus sp. Sp.
Altiraccim Testigo 06625 07417 648 -,1140 2465
T. bacteria Streptomyces
,01857 ,07669 ,968 -,1678 ,2049
Testigo SP-
T. bacteria Bacillus sp. -,06625 ,07417 ,648 -,2465 ,1140



Diametro_cm

Brotes_unida

sp.

Raiz_cm

T. bacteria Streptomyces T. bacteria Bacillus sp.

sp.

T. bacteria Bacillus sp.

Testigo

T. bacteria Streptomyces

sp.

T. bacteria Bacillus sp.

Testigo

T. bacteria Streptomyces

T. bacteria Bacillus sp.

Testigo

Testigo

T. bacteria Streptomyces
sp.

Testigo

T. bacteria Streptomyces
sp.

T. bacteria Bacillus sp.
T. bacteria Bacillus sp.
Testigo

T. bacteria Streptomyces
sp.

Testigo

T. bacteria Streptomyces
sp.

T. bacteria Bacillus sp.
T. bacteria Bacillus sp.
Testigo

T. bacteria Streptomyces
sp.

Testigo

T. bacteria Streptomyces
sp.

T. bacteria Bacillus sp.

-,00256

-,03352

,00256

-,03095

,03352

,03095
,88750
47273

-,88750

-, 41477

- 47273

41477
-,32857
,20000

,32857

,52857

-,20000

-,52857

,02722

,02619

,02722

,02675

,02619

,02675
,50434
,54665

,50434

,49003

,54665

,49003
,29238
,30943

,29238

,24809

,30943

,24809

,995

416

,995

,486

416

,486
,198
,666

,198

,677

,666

,677
,518
,798

,518

,125

,798

,125

-,0691

-,0975

-,0640

-,0963

-,0305

-,0344
-,3483
-,8668

-2,1233

-1,6156

-1,8123

-,7860
-1,1086
-,6255

-,4515

-,1333

-1,0255

-1,1905

,0640

,0305

,0691

,0344

,0975

,0963
2,1233
1,8123

,3483

,7860

,8668

1,6156
,4515
1,0255

1,1086

1,1905

,6255

,1333




Subconjuntos homogéneos

Altura_cm

HSD Tukey?2P?

Subconjunto para

alfa = 0.05

Tratamiento N 1
T. bacteria 14 3214
Streptomyces sp.

Testigo 15 ,3400
T. bacteria Bacillus sp. 16 ,4063
Sig. ,505

Raiz_cm

HSD Tukey?2P

Subconjunto para

alfa = 0.05
Tratamiento N 1
Testigo 5 ,6000
T. bacteria 3 ,8000

Streptomyces sp.

T. bacteria Bacillus sp. 7 1,1286
Sig. ,193

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica =
14,955.

b. Los tamafos de grupo no son iguales. Se utiliza la
media armonica de los tamafios de grupo. Los niveles de error de

tipo | no estan garantizados.

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica =
4,437,

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la
media arménica de los tamafios de grupo. Los niveles de error de

tipo | no estan garantizados.



Brotes_unidad

HSD Tukey?2b 4
Subconjunto para Diametro_cm
alfa = 0.05 HSD Tukeya®
Tratamiento N L Subconjunto para
T. bacteria Bacillus sp. 16 3,3125 alfa = 0.05
Testigo 11 3,7273 Tratamiento N 1
T. bacteria Streptomyces sp. 10 4,2000 T. bacteria Streptomyces sp. 13 11308
Sig. 210
Se visualizan las medias para los grupos en los T. bacteria Bacillus sp. 12 ,1333
subconjuntos homogéneos. Testigo 14 ,1643
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = Sig. ,430

11,839. Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la homogéneos

media armonica de los tamafios de grupo. Los niveles de error de a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica =
tipo | no estan garantizados. 12.949

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media

armonica de los tamafios de grupo. Los niveles de error de tipo | no

estan garantizados.



