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Resumen

La inoculacion de plantas con microorganismos benéficos es de gran interés porque éstos
estimulan el crecimiento y desarrollo fisioldgico de las plantas. Por ello en este proyecto se
evalud la inoculacién de Bacillus sp. y Streptomyces sp. y su reactivacion en dos medios
agar TSAy caldo TSB, para luego encapsularlas y aplicarlas a la especie Bougainvillea sp.
y de esta manera determinar el impacto en su desarrollo.

Se evalud la altura, grosor del tallo, longitud de la parte aérea y de la raiz, el ensayo se
mantuvo por 90 dias. Sin embargo, cuando los tratamientos fueron inoculados con la
bacteria Bacillus sp., se observd una diferencias estadistica significativa en cuanto al
parametro de la longitud de la raiz entre el tratamiento con Streptomyces sp. y el testigo.
Por otra parte Streptomyces sp. no genera ninguna diferencia estadistica significativa en
cuanto a los parametros mencionados anteriormente. Observacionalmente Bacillus sp.,
presentdé mayor altura y enraizamiento en comparacion con el tratamiento Streptomyces y
el testigo, en los que se destaca que la bacteria Bacillus sp. puede considerarse beneficioso

para el desarrollo de Bougainvillea sp.

Palabras clave: bacterias PGPR, microencapsulacion, Bacillus sp. y Streptomyces sp.,

Bougainvillea sp.



Abstract
The inoculation of plants with beneficial microorganisms is of great interest because they
stimulate the growth and physiological development of plants. Therefore, in this project the
inoculation of Bacillus sp. And Streptomyces sp. And its reactivation in two TSA agar media
and TSB broth, and then encapsulate them and apply them to the species Bougainvillea sp.
and in this way determine the impact on its development.
The height, thickness of the stem, length of the aerial part and the root were evaluated, the
trial was maintained for 90 days. However, when the treatments were inoculated with the
bacterium Bacillus sp., a statistically significant difference was observed as for the parameter
of root length between treatment with Streptomyces sp. and the control. Observationally
Bacillus sp., presented greater height and rooting compared to the Streptomyces sp.
treatment and the control, in which it is highlighted that the bacterium Bacillus sp. can be
considered beneficial for the development of Bougainvillea sp.
Keywords: PGPR bacteria, microencapsulation, Bacillus sp. and Streptomyces sp. ,

Bougainvillea sp.



Introduccion

Bougainvillea sp. es una planta trepadora de la familia de las Nyctaginaceae. Se
considera ornamental por sus hermosas flores que florecen varias veces al afio. Se cree que
se origind en América del Sur, pero se cultiva ampliamente en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo. Bougainvillea, debido a sus caracteristicas especificas, como; alta
variacion en el tipo de follaje, la produccién de muchas inflorescencias florales y la floracion
continua con ciclo de produccion corto es muy adecuado para la industria ornamental
(Duhoky, 2014).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR) son un tipo de
bacterias que se encuentran en la rizosfera de las plantas y que desempefian un papel
importante en la prevencién y control de enfermedades transmitidas por el suelo. Ademas,
promueven el crecimiento de las plantas, el aumento del rendimiento y mejora el medio
ambiente del suelo (Wang et al., 2018). La biotecnologia abre nuevas oportunidades para
el uso de microorganismos benéficos para la promover el crecimiento de las plantas y el
control biolégico de patdgenos. La tecnologia permite el aprovechamiento de rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) para los cultivos, que se esta volviendo cada
vez mas popular en todo el mundo a medida que aumenta la demanda de alimentos y a la
basqueda de alternativas méas sostenibles sin la necesidad de dafar el medio ambiente
(Gutierrez et al., 2003).

Ademas los microorganismos asociados a ellos se benefician de esta interaccién ya
gue las plantas liberan varios compuestos organicos en la rizésfera, que son utilizados como
nutrientes por la comunidad microbiana (Cantero, 2018).

La aplicacion de PGPR a semillas o plantulas es un mecanismo eficaz para promover
el crecimiento de las plantas. La aplicacion apropiada de este in6culo permite la colonizacion
de las raices de la plantulas y las protegera de plagas y enfermedades (Morocho & Leiva,
2019).

Dado el creciente interés por reducir el uso de agroquimicos y paralelamente

promover una agricultura orgénica, las bacterias promotoras del crecimiento vegetal son una



alternativa al uso de fertilizantes artificiales y agroquimicos (Benjumeda, 2017). Por lo tanto,
el objetivo de este trabajo fue examinar el papel de dos bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (Bacillus sp. y Streptomyces sp.) sobre la formacién y el crecimiento de raices de
Bougainvillea sp. la cual presenta problemas de prendimiento y desarrollo. Estacas de esta
especie fueron inoculadas en cepas bacterianas encapsuladas anteriormente mencionadas,
estuvieron bajo las condiciones de vivero ( Instalaciones del Vivero Municipal Orillas de
Zamora de la Ciudad de Loja), con el fin de evaluar su efecto sobre el desarrollo fenoldgico

de Bougainvillea sp.



Capitulo uno
Marco Teorico
1.1. Bougainvillea sp.

El género Bougainvillea sp. pertenece a la familia Nyctaginaceae, el cual incluye 18
especies aceptadas de 35 descritas. Es nativo de Sudamérica y ampliamente cultivado en
regiones tropicales y subtropicales. Las especies del género Bougainvillea sp. son plantas
trepadoras de ramas lefiosas con espinas. Lo que a primera vista parece la flor son hojas
modificadas llamadas bracteas que envuelven la verdadera flor de color amarillo blancuzco
(Pereira-Guanuche et al., 2017). La raiz de Bougainvillea sp.,como no necesita soportar su
propio peso, no tiene un sistema de raices fuerte, tienden a ser largas y quebradizas y se
rompen facilmente si el suelo en el que crecen se altera de alguna manera (Espindola, 2021).

Llegan a alcanzar entre 3 y 4 metros de altura y su longitud puede llegar a cubrir
hasta los 8 metros cuando estén plantadas en tierra y en el exterior en un clima calido. Las
plantas sembradas en maceta no llegan a pasar del metro y medio (Jord4a, 2010).

1.1.1. Usos

A mas de ornamental tiene usos medicinales. Medicinalmente se utilizan las bracteas
y las flores para infusiones las cuales tratan problemas como tos, bronquitis, diarrea,
dicenteria e incluso tienen potencial antidiabético (Espinoza & Espinoza, 2008). Es
importante mencionar también que los extractos acuosos, etandlicos y aceténicos de las
hojas cuentan con una actividad antiulcerosa y antimicrobiana (Salazar, 2016).

1.1.2. Propagacion

Tiene una propagacién vegetativa o asexual, que consiste en la formacién de una
planta nueva intacta a partir de la raiz, tallos u hojas. El método convencional por estacas
tiene muchas ventajas como son: la conservacion de genotipos y ciclo de produccion corto,
sin embargo, el principal inconveniente de buganvilla son los problemas fitosanitarios
causadas por hongos que son diseminados por las estacas al ser propagadas (Salazar,

2016).



Dentro de la misma se hablara de su reproduccién mediante semillas o sexual que
consiste en que la planta en otofio suele formar unas vainas en las flores que al ser
cosechadas y secadas se consigue las semillas que ahi en su interior, hasta obtener una
nueva planta, en este caso para poder mejorar la reproduccién de Bougainvillea sp., entre
los factores que ayudan a mejor el enraizamento de la misma esta la composicion de la
mezcla del suelo, 6ptimas condiciones de humedad y un sustrato suficientemente denso
para mantener el esqueje firme durante el enraizamiento (Sarmiento, 2015).

1.1.3. Distribuciony ecologia

Es una especie que habita en las laderas y colinas de bosques secos, crece entre 0
-1.500 msnm, en las provincias de Loja y El Oro. Nuestra provincia cuenta con una gran
diversidad de especies vegetales entre ellas Bougainvillea peruviana, Bougainvillea
spectabilis, Bougainvillea glabra, varias de estas especies se encuentran en los viveros de
nuestra cuidad (Aguirre, 2012).

Debido a su bajo nivel de enraizamiento se ha creido conveniente evaluar formas
altenativas para la eficiencia de multiplicacién en vivero, entre ellas podemos mencionar su
reproduccién de manera asexual que no es tan eficiente por si sola. Esta consiste en el
desarrollo de nuevas plantas a partir de unos fragmentos de 6rganos de raices, tallos, hojas,
flores y yemas, retiradas de la planta madre, capaces de desarrollar raices y el vastago de
la nueva planta (Espinoza & Espinoza, 2008).

1.2. Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

Kloepper (1978) cataloga a las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal por
sus siglas en ingles PGPR como “bacterias de vida libre capaces de aumentar el crecimiento
de las plantas e incrementar sus defensas frente a otros microorganismos que causan
enfermedades encontradas en la rizosfera”

Los mecanismos de accion de los PGPR en el crecimiento de las plantas son
variados y se pueden clasificar, de manera general, en extracelulares (ePGPR) que ocurren
en el exterior de la rizosfera, o intracelulares (iPGPR). Segun su accidon se dividen

principalmente en dos tipos: Directos e indirectos. La diferencia principal es que los



mecanismos indirectos ocurren fuera de la planta, mientras que los directos ocurren dentro
de ella (Benjumeda, 2017).

Podemos mencionar que las PGPR hacen relacion tanto a la estimulacion del
crecimiento como a la actividad biocontroladora, haciendo alusion a la produccién de
fitohormonas, solubilizacién de nutrientes e inhibicion de fitopatégenos, lo que deriva en
efectos benéficos para el desarrollo de las plantas (Castafio et al., 2021). Estas pueden
clasificarse como biofertilizantes cuando actian como fuente de nutricion vegetal y fuente
de enriguecimiento para reponer o reconstruir el ciclo de nutrientes entre el suelo, las raices
de las plantas y los microorganismos presentes (Reyes, 2019). También como controladores
biol6gicos de los patdgenos mediante efectos antagonistas o de Induccién de Resistencia
Sistémica, de la misma manera incrementando de la biodisponibilidad de elementos
minerales como por ejemplo la solubilizacion de fosfatos, fijacibn de nitrégeno y la
fitoestimulacion al propiciar el enraizamiento (Correa, 2008).

Las diferentes poblaciones bacterianas presentes en la rizésfera, se llaman
rizobacterias o bacterias promotoras de crecimiento vegetal - PGPR y poseen la capacidad
de colonizar el sistema radicular de las plantas o su entorno mas cercano; clasificAndose en
tres grupos principales, las que pueden colonizar el tejido de la planta formando nédulos
(simbidticas), las que se hospedan en estructuras internas de la planta (endofiticas) y las
gue se encuentran cerca del sistema radicular de la planta. Inoculaciones de PGPR en
cultivos de interés agronémico han demostrado el aumento del nitrégeno, fésforo y los
niveles de algunos minerales menores que se hacen disponibles para la planta (Criollo et
al., 2012).

Entre los géneros de bacteria mas usados dentro del grupo de PGPR estan Bacillus
sp. y Streptomyces sp.; se las conoce como bacterias de vida libre o asociativas que fijan
N2, son organismos altamente eficientes gue mejoran el crecimiento de la planta y aumentan

su tolerancia a otros microorganismos causantes de enfermedades (Reyes, 2019).



1.2.1. Bacillus sp.

El género Bacillus fue reportado por primera vez por Cohn (1872), quien lo describié
como bacteria productora de endosporas resistentes al calor. EI género Bacillus sp.
comprende una gran diversidad de formas de baston, gram positivo, oxidasa y catalasa
positiva. Son bacterias moviles y aerdbios estrictos en su mayoria. En medios liquidos,
crecen formando un sedimento en la superficie, este género pueden producir endosporas
gue son resistentes a altas temperaturas y factores fisicos nocivos como el secado, la
radiacion, los acidos y los desinfectantes quimicos (Bravo, 2009).

Al género Bacillus sp. se le atribuye el muchos estudios que estan enfocados
principalmente en su capacidad para actuar como bacterias bioprotectoras y promotoras del
crecimiento vegetal (Soto, 2013).

1.2.1.1 Principales caracteristicas. Las células bacterianas de este género tienen

un amplio rango de tamafos que varian desde 0,5a 2,5 um x 1,2-10 um. Este
género se encuentra comunmente en suelos y plantas donde tienen un papel
importante el ciclo del carbono y el nitrégeno (Cuervo, 2010).

Las especies del género Bacillus sp. comprenden una morfologia bacilar, movilidad
flagelar, y tamafio variable, su crecimiento 6ptimo ocurre a pH neutro, cuenta con una gran
diversidad metabdlica (Villarreal et al., 2018). En cuanto a su rol podemos mencionar: la
sintesis de sustancias reguladoras de crecimiento (fitohormonas), como auxinas, citocininas,
giberelinas, las cuales estimulan la densidad y longitud de las raices, lo que incrementa a
su vez la capacidad de absorcion de agua y nutrientes y permite que las plantas sean mas
vigorosas, productivas y tolerantes a condiciones climéticas adversas (Diaz, 2021).

1.2.2 Streptomyces sp.

Como una especie de actinomicetos grampositivos, las especies de Streptomyces
son abundantes en el suelo, muchas de ellos son importantes para las PGPR y algunas se
utilizan en la agricultura como agentes de control bioldgico (Chen et al., 2018).

Recientemente se ha descubierto que el grupo de los Streptomicetos, que por mucho tiempo



se consideraron como habitantes del suelo de vida libre, tienen interacciones complejas con
las plantas.
Tienen gran importancia en los ecosistemas naturales por su participacion en la degradacion
de la materia organica y actividad bioldégica como agentes antagoénicos, farmacolégicos,
agrobiolégicos incluyendo insecticidas, fungicidas, herbicidas y compuestos de regulacion
como factores de crecimiento (Carrefio, 2014). Este género es conocido por su capacidad
de producir metabolitos secuendarios activos, siendo fuente de una serie de
antiinflamatorios, compuestos inmunosupresores y en particular de mas de la mitad de los
antibiéticos incluyendo aquellos farmacéuticamente importantes como la estreptomicina
(Lapaz, 2011).
1.2.2.1 Principales caracteristicas. Son microorganismos aerobios con crecimiento
ramificado y tienen micelio aéreo, producen una amplia variedad de
pigmentos, ademas muchas de las cepas producen uno 0 mas
antimicrobianos (Ampuero, 2016). Este género se lo distingue por su olor a
tierra humeda que desprende de la produccion de metabolitos volatiles
conocido como geosmina, también producen varios compuestos bioactivos
de importancia farmacéutica y agricola (Soto, 2013).

Los suelos alcalinos y neutros resultan ser mas favorables para el desarrollo de estas
bacterias; el rango de pH Optimo para las actividades de estos microorganismos se
encuentra entre 6.5y 8.0, son microorganismos importantes en la mineralizacion del carbono
y el nitrégeno (Castafio et al., 2021). El género Streptomyces ha sido descrito como
colonizador de la rizosfera, capaz de ejercer biocontrol sobre hongos fitopatégenos, producir
sideroforos, sustancias promotoras del crecimiento vegetal in vitro, promover la nodulacion
y ayudar a los bacteriodes de Rhizobium a la asimilacién del hierro en la fijacién de nitrégeno
en leguminosas, plantas florales entre otras, lo cual contribuye indirectamente a la

promocién de crecimiento vegetal (Correa, 2008).
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1.3 Efectos entre el uso de fertilizantes y microorganismos

La produccién agricola actual con problemas en el consumo de agua, fertilizantes y
pesticidas, requiere de estrategias en donde éstos insumos se reduzcan, para asegurar el
rendimiento vegetal a un costo relativamente bajo, sin deterioro de la fertilidad del suelo. Un
enfoque alternativo es considerar el uso de microorganismos de la rizosfera encapsulados
gue asociados con las raices de las plantas: dosis més bajas de nitrégeno, fésforo u otros
fertilizantes para mejorar, estimular y promover el desarrollo saludable de las plantas para

obtener un rendimiento rentable (Espinosa et al., 2017)

1.3.1 Encapsulacién: Inoculante del alginato

La microencapsulacion es una tecnologia de empaquetamiento de sustancias
guimicas y materiales bioldégicos. La encapsulacion de microorganismos permite el
aislamiento fisico y proporciona proteccion contra factores de medio ambiente o fisico-
quimicos del suelo, permitiendo la liberacion gradual del agente encapsulado. Las
microcapsulas ofrecen la posibilidad de recuperar el agente ya que constituye un micro-
entorno interno adecuado para las bacterias (Hernandez et al., 2018).

El alginato es un hidrocoloide que posee tanto estas caracteristicas como
propiedades gelificantes, estabilizantes y espesantes, razones por las cuales ha sido de
gran interés para la industria alimentaria, farmacéutica y agricola (Pasin et al., 2012).
También podemos decir que es un polimero natural compuesto de acido D-manurénico y
acido L-glucurdnico, y puede extraerse de diferentes macroalgas asi como de varias
bacteriasLas principales ventajas del alginato son su naturaleza no tdxica, su
biodegradabilidad, su capacidad de liberar de manera lenta los agentes encapsulados y su

bajo costo (Hernandez et al., 2018).
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Capitulo dos
Objetivos

Objetivo general del proyecto
“Verificar el efecto de dos bacterias promotoras del crecimiento vegetal (Bacillus sp.
y Streptomyces sp.) en el enraizamiento y crecimiento de Bougainvillea sp.”.
Objetivos Especificos del Proyecto
Evaluar la viabilidad de las bacterias encapsuladas.
Estudiar el efecto de la bacterias encapsuladas en las caracteristicas fenoldgicas de

Bougainvillea sp.
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Capitulo tres
Materiales y métodos

Este estudio fue desarrollado en dos etapas:

1. Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Universidad Técnica Particular de Loja en
donde se realiz6 la reactivacion, incremento de la biomasa y la encapsulaciéon de la
bacterias en alginato.

2. Vivero Municipal Orillas de Zamora de la Cuidad de Loja donde se realiz6 la
inoculacion de las bacterias Bacillus sp. y Streptomyces sp. en plantulas de
Bougainvillea sp.,evalué el enraizamiento y desarrollo de la misma.

3.1 Fase experimental (Laboratorio)

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

fueron proporcionadas por la colecciéon de microorganismos de la UTPL.

Las bacterias que previo al ensayo estuvieron almacenadas a -80°Cfueron
reactivadas en medio de cultivo Tripticasa Soya Agar (TSA) e incubadas a 30°C durante 48
a 72 horas.

3.1.2 Incremento de la biomasa
Luego de las 72 horas en medio TSA se obtuvieron colonias bacterianas, las cuales

se inocularon en Caldo Tripticasa Soya (TSB), e incubar a 30°C por 48 horas donde se

obtuvo el sedimento bacteriano.

3.1.3 Encapsulaciéon de Bacterias
Se tomd un volumen de 50 ml de sedimento bacteriano después de 48 horas,

respectivamente Bacillus sp. y Streptomyces sp. fue colocado en un tubo eppendorf y fue

centrifugado a 10000 rpm. por 15 minutos, a 4 °C. Este proceo permitié recuperarlas células
bacterianas. A partir del pellet bacteriano de Streptomyces sp. se ajusté a 1x10° UFC/mL,
mientras que Bacillus sp. a 1x10* UFC/mL. Los sedimentos bacterianos se resuspendieron
en un tubo de 50 mL estéril que contenia alginato de sodio al 2% previamente esterilizado

(15 min, 121 °C, 1.5 atm) (Alvarez & Sanchez, 2016). Las bacterias fueron encapsuladas en
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perlas de alginato, para ello, la solucidén que contenia cada una de las bacterias con el
alginato fue colocado gota a gota sobre una solucion de cloruro de calcio al 0.1 M estéril (15
min, 121 °C, 1.5 atm) manteniéndose en constante agitacion por 30 minutos. Posteriormente
las perlas fueron tamizadas (tamiz 1mm) para luego ser enjuagadas con agua desionizada
estéril (15 min, 121 °C, 1.5 atm), y posteriormente almacenadas en placas petri estériles a
4°C hasta su uso (Alvarez & Sanchez, 2016).

La preparacion de los tratamientos de realizé de la siguiente manera:

° Tratamiento 1: plantula + Streptomyces sp. encapsulada
. Tratamiento 2: plantula + Bacillus sp. encapsulada
. Tratamiento 3: plantula.

3.1.4 Evaluacién de UFC despues de la encapsulacién

Para poder evaluar las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) encapsuladas, se
coloco una perla de alginato en acido citrico al 1% estéril (15 min, 121 °C, 1.5 atm) en un
tubo eppendorf de 15ml, luego colocado en el shaker a 250 rpm por 30 minutos hasta su
disolucién. Finalmente se realiz6 las diluciones y luego la siembra por duplicado en medio
TSA e incubadas por 24 horas a 30°C (Arana & Barcina, 2015).
3.1.5 Desidratacion de capsulas de alginato a 4°C

Se colocaron las cdpsulas de alginato en cajas Petri y se mantuvieron durante 6
meses en refrigeracion a 4°C hasta su posterior uso, donde se las encontré en un estado de
deshidratacién. Este procedimiento fue el mismo para las dos bacterias Streptomyces sp. y
Bacillus sp. respectivamente. Esto6 se realizd para guardar las capsulas de alginato para su
posterior aplicacion en las plantulas del vivero y para poder verificar la viabilidad de las
bacterias en las capsulas de alginato.
3.1.6 Confirmacion de viabilidad de las bacterias encapsuladas en alginato por 6

meses a 4°C

Para verificar la viabilidad de las bacterias se procedié a sembrar las capsulas de
alginato de cada cepa bacteriana en un medio alternativo (gelatina sin sabor suplementado

con 1 gramo de azUcar por litro), e incubadas a temperatura ambiente por 24 -48 horas.
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3.2 Fase Experimental en Vivero
3.2.1 Obtenciény enraizamiento de los esquejes de Bougainvillea sp

Las plantulas de Bougainvillea sp. fueron proporcionadas por el Vivero Municipal
Orillas de Zamora de la Cuidad de Loja, cada uno de las plantulas fueron cortados a nivel
de la base del tallo principal y el tamafio de las plantulas fue de 18 a 20 cm. Para sembrar
las plantulas, se realizé un corte lateral en bisel en la base de la plantula, el sustrato (tierra
esterilizada, arena, tamo de arroz y humus, con una relacion 3:1:1:1) fue esterilizado
previamente. Las plantulas fueron sembrados juntos en una maceta en un espacio entre 5
a 7 cm de cada plantula y finalmente fueron cubiertas con una malla (Zaran) para mantener
el sustrato hiumedo y evitar la intensidad de la luz solar.

Cabe recalcar que esta fase tubo algunos inconvenientes ya que fue realizado en
pandemia y no contaba con el acceso diario al vivero; entre los incovenientes fueron los
siguientes la luz directa que ingresaba a la plantula, el tipo de suelo y el riego que al no
poder ingrasar libremente no pude controlarlo.

3.2.2 Inoculacién de la Bacterias

Este ensayo se realiz6 con 15 plantulas para cada tratamiento, considerando cada
plantula como una unidad experimental o repeticién. En cada uno de las plantula se inoculd
4 céapsulas de alginato de sodio deshidratado que contenia a las bacterias en estudio como
son Streptomyces sp., Bacillus sp. (tabla 1).

Tabla 1

Descripcion de los tratamientos del ensayo

Numero Céapsulas de
Tratamiento Descripcidn de Alginato por Plantula
Plantulas
Tratamiento 1  Streptomyces sp.+ plantula 15 4
Tratamiento 2 Bacillus sp. + plantula 15

Control Plantula (control) 15
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Verificacién de crecimiento vegetal

Para determinar el posible efecto de los tratamientos en el crecimiento y adptacion

de las plantulas se evaluaron algunos parametros cada 15 dias durante 3 meses.

3.2.4

Los pardmetros evaluados los detallo a continuacion:

Altura de la plantula: se realizé la medicién desde la base del sustrato hasta el eje
principal de la plantula cada 15 dias en cada tratamiento.

Diametro del tallo: se midi6 de la misma manera que la anterior cada 15 dias,
tomando como referencia para cada medicion la mitad de tallo.

Numero de brotes: esta variable se evalué de acuerdo a la altura y didmetro de la
plantulay se la realizé cada 20 dias.

Longitud de la raiz: esta variable fue evaluada a los 90 dias a cada una de las
plantulas las cuales fueron medidas con una regla en centimetros.

Analisis Estadistico

Para establecer si existian diferencias estadisticas significativas en los parametros

medidos (campo), se realiz6 pruebas de normalidad para luego proceder a realizar un

andlisis con pruebas paramétricas (ANOVA), a un nivel de significancia p<0,05y en el caso

de mostrar diferencias se aplicd Pairwise Testy TukeyHSD.
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Capitulo cuatro
Resultados y discusion

4.1 Fase de laboratorio
4.1.1 Reactivacion y crecimiento de bacterias en medio TSAy TSB

La cepa bacteriana de Bacillus sp. crecié en medio TSA en 48 horas. Dicha cepa
corresponde a bacterias gram positivas, con morfologia de bacilos, su crecimiento en caja
petri: fueron colonias de color crema, de forma redonda como observamos a continuacion
en la figura 1.

Figura 1

Colonias de Bacillus sp. de color crema y con forma redonda o irregular

P 23420194 D.P

Los resultados obtenidos o verificados macroscopicamente concuerdan con la
bibiografia de Luna, & Orellana, (2019), donde mencionan que las colonias Bacillus sp. se
pueden observar redondeadas o irregulares, de superficie opaca, color crema o café, son
colonias de 2 a 4 mm de didmetro, que pueden ser de aspecto liso, mucoide o rugoso; los
bordes pueden ser ondulados o extendidos. En cuanto al género Bacillus sp. las condiciones
Optimas de crecimiento se dan entre 26-30 °C de temperatura y pH neutro (Calvo & Zudiga,
2010).

La reactivacion de Streptomyces sp. se di6 entre 48 a 120 horas. La diferencia
observada con Bacillus sp. puede deberse a las diferentes tasas de crecimiento de cada
cepa bacteriana. Estos son bacilos gram positivos de color crema y aspecto polvoroso de

borde entero como se observa en la siguiente figura 2.
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Figura 2

Colonias de Streptomyces sp. muestra colonias de color crema, de borde entero

2.8 7y
Eq13

La literatura menciona que las colonias de Streptomyces sp. muestran su
crecimiento entre dos a diez dias, cultivados a temperatura de 37°C o, aun mejor, a 30°C,
con colonias que presentan aspecto ceroso, polvoso, de color blanco grisaceo (Duque,
2019).

Mediante estudios realizados por Martinez et al.,(2018) podemos asegurar que los
resultados obtenidos en la etapa de laboratorio son consistentes con este estudio, y también
podemos indicar que el género bacteriano pueden crecer en diferentes medios, como
mencionamos a continuacion Streptomyces sp. pude crecer en Agar Tripticasa Soja, Agar
Ashby, Agar YGM y Murashige & Skoog dando colonias rugosas, cerosas, polvorosas
bordes irregulares, colores blanco, gris y café claro (Duque, 2019).

4.1.2 Incremento de la biomasa

Una vez reactivadas las bacterias, se establecid el incremento de la biomasa
bacteriana en Caldo Tripticasa Soja (TSB), mostrando un crecimiento con presencia de
turbidez después de 24 a 48 horas, ajustando a Bacillus sp., a 1x10* UFC/MI como muestra

la figura 3.
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Figura 3

Cepa bacteriana E4-8 (Bacillus sp.)

En esta fase del estudio se comprobé la viabilidad y se descarté contaminacion en
la cepa Bacillus sp., para asegurar la viabilidad, se utilizd6 medio TSB para obtener
abundante crecimiento bacteriano, asi como colonias que presentaban caracteristicas de
género a nivel microscépico se observaron bacilos grampositivos (Corrales et al.,2014).
Ademas estudios realizados por Luna, & Orellana, (2019) nos dice que Bacillus sp. son Gram
positivos de aproximadamente 0,8 mm de diametro por 2 a 3 mm de largo, menores o iguales
a 1um de espesor, con bordes redondeados. Presentan esporas esféricas y centrales o
paracentrales que no deforman el soma bacteriano. Ademas estudios realizados por Badia
et al,. (2011) como bacteria PGPR en arroz su determinacion cuantitativa de la produccion
de Bacillus sp. se utiliz6 el medio liquido Caldo Triptona Soya ajustando la concentracién
celular al 108 células.mL-1, segun la escala McFarland y se incubaron durante 24 horas, a
una temperatura de 30°C lo cual logro un resultado favorable al desarrollo de la planta.

El aumento de la biomasa del inéculo bacteriano, se lo observo a las 48 horas como
muestra la figura 4, dando una alta concetracion de Unidades Formadoras de Colonia (UFC)
en la cual se realiz6 las disoluciones pertinentes quedando ajustada la cepa en este caso

Streptomyces sp. 1x10*° UFC/mL.
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Figura 4

Cepa bacteriana E4-13 (Streptomyces sp.)

La fase de produccion fue comprobada mediante la observacion directa de los
microrganismos en el microscopio, por la técnica de Tincion Gram por los cual Streptomyces
sp., se observo de color violeta indicativo de ser Gram positivo de forma bacilar de diferentes
tamafos. En cuanto al género Streptomyces sp. la bibliografia confirma que son bacilos
ramificados con tincién Gram positivo (Lemus, 2019). Otro estudios realizados muestran que
estas bacterias crecieron también en caldo tripticasa de soja al 50 % e incubados a 28 °Cy
durante 48 h, la concentracion se ajust6é a 1 x 107 UFC/ml al igual que nuestro trabajo lo
cual dio un resultado favorable en el desarrollo de plantulas de Eucalyptus (Angulo, 2014).
4.1.3 Eficiencia del encapsulado de Bacillus sp.y Streptomyces sp.

Para valorar la viabilidad del microrganismo se disolvié las capsulas de alginato en
acido citrico al 1%. Se determind la biomasa luego de la encapsulacion de Bacillus sp.
determinando una concentracion final de 1x108 UFC/mL. De igual manera se realiz6 con la
especie Streptomyces sp., presentd una concentracion de 1x108 UFC/mL, de tal manera
podemos decir que las capsulas elaboradas y evaluadas en este estudio, muestran una
viabilidad adecuada en las cepas de Bacillus sp. y Streptomyces sp. haciendo posible el uso
de las mismas en la fase de campo como muestra la figura 5.

Las capsulas de alginato se formd con una mezcla de alginato al 2% y cloruro de

calcio al 0.1 M., lo cual resulté dar las condiciones ideales para las capsulas la cual conserva
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su forma y tiene una facil manipulacion (figura 5), el resultado observado de las capsulas
son de forma redonda, con tamafos promedios 7 mm.

La concentracion de alginato juega un papel importante en la formacion de las
capsulas porque a bajas concentraciones no se consolidan y quedan adheridas al papel filtro
como una pelicula delgada. Por lo tanto, la concentracién al 2% formé particulas que todavia
estaban presentes cuando se secaron y fueron faciles de manipular. Nuevamente, la
concentracion de cloruro de calcio no es critica en el proceso, a 1M y 15 minutos es
suficiente, mientras que a 0.1M las microcapsulas necesitan permanecer en solucion por
mas tiempo, como en este caso (30 minutos). Para la formacién de microcapsulas, el pH
aparentemente no tiene efecto, ya que a pesar de ello, las particulas no pierden sus

propiedades ni su forma.

Tabla 2
BACTERIAS PGPR UFC/ML (ANTES UFC /ML
DE (ENCAPSULADAYS)
ENCAPSULAR)
Bacteria Bacillus sp. 7.3 x 10t 5,0 x 108 UFC/mL
UFC/mL
Bacteria Streptomyces sp. 5,4 x 10%° 3,3 x 10® UFC/mL
UFC/mL
Figura 5

Cépsulas hidratadas (Capsulas de alginat + bacterias PGPR)
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4.1.4 Cépsulas hidratadas

Estudios en la actualidad, reportan sobre la encapsulacion como uno de los métodos
mas utilizados para la conservacion de microorganismos (Castafieta et al., 2011). También
mencionan que las concetraciones bacterianas cumplen con los rangos establecidos, con la
finalidad de tener un mayor efecto funcional de las bactérias en la planta, por lo que nos
menciona que debe tener una concetraciéon hasta 108 UFC/MI (Corral et al., 2012).

Herrera (2016), menciona que la liberacién de las bacterias encapsuladas que
migran hacia el suelo, permite su competencia contra la microflora nativa. Los
requerimientos recomendados para encapsular microorganismos son: obtener una alta
calidad del producto final, estabilidad durante su almacenamiento y sobrevivencia de los
organismos en el encapsulado.

Estudios realizados por Parra (2010), han mostrado que cultivos inmovilizados de
alginato de calcio son los mejores protectores, esto ha sido evidente al incrementarse la
sobrevivencia de bacterias bajo diferentes condiciones de ensayo que cuando las bacterias
fueron probadas en el estado no encapsulado. Las principales ventajas del alginato en el
proceso de encapsulacion es su naturaleza no téxica, su biodegradabilidad, su capacidad
de liberar de manera lenta los agentes encapsulados y su bajo costo (Hernandez et al.,
2018). Por otra parte Pedraza et al.,, (2019), mencionan a la bacteria Bacillus sp. y
Streptomyces sp., diciendo que no forman esporas resistentes, por lo que son mas
propensas a la deshidratacion. Por ello, la combinacién de concentracibn de los
componentes alginato de sodio y cloruro de calcio es muy eficaz y no presenta mayores
requerimientos, ya que una de las principales caracteristicas es la sencillez e inocuidad del
proceso, que no se ve afectado por factores ambientales.

4.1.5 Deshidratacién de las capsulas

En este estudio cabe mencionar que las microcapsulas fueron colocadas en
refrigeracion a 4°C por 4 meses, por ello al momento de ser inoculadas en el vivero se
presentaron deshidratadas y de color café (figura 3. B), esto se debe a factores como

temperatura y tiempo de almacenamiento.
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Por otro lado, es importante mencionar que las capsulas deshidratadas se colocaron
en gelatina sin sabor mas azlcar, se observé que presentaban un buen crecimiento e
hidratacion dentro de las 24 horas, lo que confirmé que las bacterias aun estaban vivas en
las capsulas, ya que este es un método de conservacion de cepas bacterianas como se

muestra en al figura 6.

Figura 6

Cépsulas deshidratadas (Microcdpsula de alginato + bacterias PGPR)

Fang et al., (2011), indican que la presencia de gelatina mejor6 la capacidad de
hinchamiento de las perlas de gel de alginato ya que existe una fuerte afinidad entre el
alginato y la gelatina a través de la atraccién electrostatica que puede dificultar las
agregaciones entre diferentes cadenas de alginato.

4.2 Fase de vivero

La colonizacién de la rizosfera y el rizoplano por rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR) es esencial para la respuesta de crecimiento de la planta. Sin
embargo, la humedad del suelo, el tipo de suelo, las especies vegetales, el cultivo, los
exudados de las raices y la viabilidad bacteriana pueden influir en la colonizacion de la
rizosfera y el rizoplano (Camacho & La Torre, 2015).

Los pardmetros para analizar las plantulas de Bougainvillea sp. son:
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4.2.1 Alturade laplanta

La figura 7, muestra la ganancia de altura a los 90 dias:

Figura 7
Altura de las plantulas de Bougainvillea sp., tratada con dos baterias promotoras de crecimiento a

Streptomyces sp. , Bacillus sp. frente al control.

Efecto de la bacteria en altura del esqueje
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Nota: La grafica muestra el promedio de las repeticiones de cada tratamiento, la linea en negrita
indica la media de los tratamientos con sus respectivos limites superiores e inferiores.

Segun el ANOVA no existen diferencias significativas en cuanto a la altura de la
plantula en comparacion con los diferentes tratamientos. Es decir, a pesar de la aplicacién
de Streptomyces sp. y Bacillus sp. no se observa diferencia con el control, tomando en
cuenta los inconvenietes anteriormente mencionados, Bibliografia menciona que estudios
realizados en cultivos de maiz con bacterias PGPR especificamente Streptomyces sp. y
Bacillus sp., muestra un alto nivel de ganancia en altura de la planta, nimero de hojas y

enraizamiento (Rojas et al., 2020).
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4.2.2 Diametro de tallo
La figura 8, indica los resultados obtenidos en el didmetro del tallo:

Figura 8
Diametro de plantulas de Bougainvillea sp., tratada con dos bacterias promotoras de crecimiento a

Streptomyces sp. y Bacillus sp. frente al control
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Nota: La grafica muestran el promedio de las repeticiones de cada tratamiento, la linea en negrita
indica la media de los tratamientos con sus respectivos limites superiores e inferiores.

En este caso el ANOVA muestra que no existen diferencias significativas en el
didmetro del tallo de los diferentes tratamientos. Es decir, a pesar de la aplicacion de
Streptomyces sp. y Bacillus sp. no se observa diferencia con el control. Estudios realizados
por Carrefio (2014), menciona que las rizobacterias Bacillus y Streptomyces influenciaron
positivamente el desarrollo vegetativo de maiz, en condiciones de campo, incrementando la
altura, nimero de hojas y diametro de tallos.

4.2.3 Numero de brotes

La Figura 9, indica los resultados obtenidos en el nUmero de brotes:
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Figura 9
Numero de brotes de las plantulas de Bougainvillea sp., tratada con dos bacterias promotoras de

crecimiento a Streptomyces sp. y Bacillus sp. frente al control
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Nota: Las grafica muestran el promedio de las repeticiones de cada tratamiento, la linea en negrita
indica la media de cada uno de los tratamientos con sus respectivos limites superiores e inferiores.

Segun el ANOVA no existen diferencias significativas en el nimero de brotes de los
diferentes tratamientos. Es decir, a pesar de la aplicacion de Streptomyces sp. y Bacillus sp.
no se observa diferencia con el control, si bien es cierto en este estudio no se observa
diferencia significativa otros estudios afirman que promueve el crecimiento de cultivos de
invernaderos mejorando asi el numero de brotes, altura y la biomasa radical dando asi
mayor capacidad a la plantas para asimilar los nutrientes del suelo (Sanchez et al., 2012).
4.2.4 Longitud de laraiz

La figura 10, muestra los resultados obtenidos en la longitud de la raiz:
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Figura 10
Longitud de raiz de las plantulas de Bougainvillea sp., tratada con dos baterias promotoras de

crecimiento a Streptomyces sp. y Bacillus sp. frente al control

Raiz (cm)

Efecto de la bacteria en el enraizamiento del esqueje

—_—

T T T
Bacillus sp. Control Streptomyces sp.

Tratamiento

Nota: Las grafica muestran el promedio de las repeticiones de cada tratamiento, la linea en negrita
indica la media de cada uno de los tratamientos con sus respectivos limites superiores e inferiores.

Segun el ANOVA si existen diferencias significativas en la longitud de la raiz de los
diferentes tratamientos. Es decir, que al aplicar la bacterias Bacillus sp. frente a
Streptomyces sp. y el control se observa una diferencia estadistica de (p =< 0,02). En este
caso, la aplicacion de las capsulas de las dos bacterias en las plantulas de Bougainvillea
sp.. no mostraron diferencias estadisticas significativas (p =< 0,05) en cuanto a los
parametros de altura de la planta, diamentro del tallo y nimero de brotes, pero si se
encuentra un diferencia significativa en cuanto a la longitud de la raiz en lo que respecta a
Bacillus sp. con respecto al otro tratamiento y el testigo. Lo cual concuerda con bibliografia
de Hernandez et al.,(2010), donde mencionan que aplicé la misma bacteria (Bacillus sp.) en
plantas de tomate en las cuales la cual mostr6 una diferencia estadistica significativa de

(p =< 0,01) en cuanto al volumen radical, crecimiento y area foliar de la misma. Esto nos
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da a conocer que tiene un efecto bioestimulador las cepas bacterianas de Bacillus similar al

producido por otras rizobacterias con actividad biofertilizadora (Villareal et al., 2018).

4.3 Efecto del encapsulado de Bacillus sp. y Streptomyces sp. en el desarrollo
fenolégico de Bougainvillea sp.

El empleo de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) cobra cada
dia mayor auge a nivel mundial, debido al incremento en la demanda de alimentos y a la
busqueda de alternativas para lograr una agricultura cada vez mas sostenible sin necesidad
de dafiar el medio ambiente (Gutierrez et al., 2003). Los PGPR afectan en gran medida las
caracteristicas del suelo y desempefian un papel vital en la conversion de tierras estériles y
de mala calidad en tierras cultivables (Chen et al., 2011). Sin embargo, se pudo observar
gue entre el testigo y los tratamientos inoculados si hay diferencias observacionales en el

desarrollo de los esquejes como mostraré en las siguientes figuras.

Figura 11 A,B,C

A. Plantula + Streptomyces sp. B. Plantula + Bacillus sp. C. Plantulas testigo
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La aplicacién de Bacillus sp., inoculadas en las plantulas de Bougainvillea sp. han
presentado una influencia positiva en el desarrollo de la altura, nimero de brotes, didmetro
del tallo y longitud de raiz, es por ello que se obtuvo un mayor crecimiento frente a las
plantulas inoculadas con Streptomyces sp. y las no inoculadas (testigo), corroborando con
ello la efectividad que presentan esta cepa bacteriana en el desarrollo del cultivo.

Este estudio coincide con el realizado por Rojas et al., (2020), donde cepas de
Bacillus sp. presentan potencialidades para ser utilizadas como promotores de la
germinacion y sus capacidades fisioldgicas. Carrefio (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 didmetro de
tallos. De igual manera, con Bacillus sp. se ha reportado en maiz incremento en la
germinacion y, asi como también incremento de la biomasa radicular y aérea.

Este estudio refuerza los resultados de la investigacion de Badilla & Murillo (2005),
en donde dicen que, el sustrato, el adecuado riego, controlan completamente plagas y
enfermedades. Asi como la desinfeccion adecuada del suelo que favorece el enraizamiento
de las plantulas, lo que promueve adaptabilidad directamente relacionada con el porcentaje
de prendimiento de las plantas. Los estudios realizados por Tany & Leiva (2019), que
Bacillus sp. y Streptomyces sp son excelentes agentes de control biologico debido a su
amplio repertorio para producir compuestos antifangicos que inhiben el crecimiento micelial
de varios hongos topatégenos.

Dada la importancia de la agricultura y floricultura en nuestro pais, se buscan nuevas
alternativas para mejor su produccion, en ese sentido los inoculantes son una alternativa

econdmica y efectiva para obtener resultados favorables (Martinez et al., 2015).
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Conclusiones
La tecnologia juega un papel muy importante en el proceso de encapsulacion, las
UFC presentes en ellas muestran una mayor eficiencia del encapsulado, por tal motivo que
al ser inoculadas en suelos en condiciones favorables facilitan la liberacion de las bacterias
y mejoran el enraizamiento de las plantulas.
Mediante la inoculacion de las capsulas que contiene las bactérias promotoras de
creciemiento PGPR, Bacillus sp., logro obtener una mayor logitud de la raiz en la plantula

de Bougainvillea sp. en comparacién con el testigo y el otro tratamiento.
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Recomendaciones
Realizar un estudio de los factores ambientales como el libre acceso al lugar, tipo de
suelo, luz y si cuenta con un riego adecuado para realizar dicho proyecto ya que de una u

otra manera pueden afectar a los resultados obtenidos en el mismo.
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