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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como finalidad evaluar el efecto de dos cepas de Bacillus
subtilis GBO3 y IN937b a dos concentraciones 10’ UFC/ml y 10® UFC/ml en la
promocion del crecimiento de maiz (Zea mays L.). Desarrollandose en dos fases,
una de laboratorio y otra bajo condiciones de invernadero. Se empledé un
experimento por bloques al azar con 5 tratamientos. De ellos, los tratamientos 1y
2 con la cepa GBO3 a concentraciones de 10" UFC/ml y 10® UFC/ml
respectivamente, los tratamientos 3 y 4 con la cepa IN937b a las mismas
concentraciones y para el tratamiento 5 testigo o control se empleé agua. Los
pardmetros analizados fueron, altura de la planta, longitud de la raiz, peso de la
raiz, peso fresco del tallo y diametro del tallo. El experimento tuvo una duracion de
40 dias. Para el andlisis estadistico se utilizé el software Statgraphics Centurion
XV, aplicando ANOVA vy prueba de la diferencia minima significativa (LSD) P=
0.05. La totalidad de los tratamientos experimentales presentaron un peso medio
significativamente superior al testigo siendo los tratamientos GBO3 10® UFC/mly
IN937b 10" UFC/ml los de mejores resultados. La cepa que presentd la mayor
promocién del crecimiento en el peso de la raiz fue GBO3 a una concentracion de
10® UFC/ml. Respecto al crecimiento del tallo en cuanto a longitud, diametro y

peso, la mejor cepa fue IN937b a una concentracién de 10° UFC/m.

PALABRAS CLAVE

Rizobacterias, crecimiento, reguladores, enddspora y biofertilizante.



ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the effect of two strains of Bacillus
subtilis GBO3 and IN937b at two concentrations of 10° CFU / ml and 10% CFU / m
on the growth promotion of maize (Zea mays L.). Developed in two phases, one
laboratory and another under greenhouse conditions. A randomized block
experiment with 5 treatments was used. Of these, treatments 1 and 2 with strain
GBO3 at concentrations of 10’ CFU / ml and 10® CFU / ml respectively, treatments
3 and 4 with strain IN937b at the same concentrations and for treatment 5 control
or control was used water. The analyzed parameters were, plant height, root
length, root weight, fresh stem weight and stem diameter. The experiment lasted
40 days. Statgraphics Centurion XV software was used for the statistical analysis,
applying ANOVA and minimum significant difference test (LSD) P = 0.05. The
totality of the experimental treatments showed an average weight significantly
higher than the control, with the treatments GBO3 10 CFU / ml and IN937b 10’
CFU / ml the best results. The strain that showed the greatest growth promotion in
root weight was GBO3 at a concentration of 108 CFU / ml. Regarding the growth of
the stem in terms of length, diameter and weight, the best strain was IN937b at a

concentration of 10’ CFU / ml.

KEYWORDS

Rhizobacteria, growth, regulators, endospore and biofertilizer.



|. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es sensible a la accion de los fertilizantes: el tamafio del grano
y su cantidad de proteinas estan influidas por la presencia de nitrégeno y fésforo y el
desarrollo de las raices se favorece con fosforo y potasio; por o que en su cultivo es
comun el uso de altas dosis de fertilizantes quimicos como fuente de nutrientes. El
uso de estos insumos agricolas como estrategia unilateral de nutricion, es una
practica que eleva costos de produccion e induce a diversos problemas como la
acidificacion de suelos, ademas de la contaminacion de mantos freaticos debido a la
lixiviacibn de nitratos y fosfatos (Graetz et al., 1990). Ademas los fertilizantes
guimicos también provocan un efecto nocivo de mediano y largo plazo sobre otros
elementos del sistema como los microorganismos que nutren el suelo y a la planta;
gque pueden tener consecuencias importantes sobre la salud humana

(CICOPLAFEST, 2004).

En estas condiciones ocurre la degradacién bioldgica; por ello, la
implementacion de practicas amigables con el ambiente y que promuevan la
restauracion del equilibrio biolégico de los suelos agricolas son requeridas con
urgencia para contribuir a una produccién sostenible. Una alternativa es el uso de
bacterias benéficas conocidas como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(Plant growth promoting rhizobacteria, PGPR) que pueden influir en la sanidad y
estimular el crecimiento de las plantas (Kloepper y Schroth, 1980; Lynch y Whipps,

1991). Entre estas bacterias se encuentran diversas especies del género Bacillus,



junto con otros géneros como Pseudomonas (Tejera-Hernandez et al. 2011, Santoyo

et al., 2012).

Las PGPR, pueden mejorar significativamente la germinacion de las semillas,
el desarrollo de las raices, la utilizacion del agua por las plantas y absorcion de
nutrientes (Cattelan, 1999). Cuando las rizobacterias se inoculan artificialmente a la
rizosfera de las plantas, estimulan y mejoran el crecimiento (Kloepper et al., 1999;

Gutiérrez-Mafiero, 1996, Benchabane et al., 2000).

La produccion de sustancias reguladoras del crecimiento de plantas es uno de
los modos de accién por el que las rizobacterias estimulan el crecimiento de plantas
(Cattelan et al., 1999), ademas del incremento de la absorcion de nutrientes y
disponibilidad de nitrégeno, el biocontrol, la resistencia sistémica inducida (Kloepper
et al., 1999; Van Peer et al., 1991) y la produccion de compuestos organicos volatiles

(Ryu et al., 2003).



II. MARCO TEORICO

2.1. El maiz

El maiz, Zea mays L. es considerado uno de los cereales mas importantes y
populares a nivel mundial gracias a sus multiples beneficios y usos (FAO, 2011).
Pertenece a la familia de las gramineas, es originario del continente americano y
aporta proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas A, B, y C, fibra y sales minerales
como potasio, calcio y fosforo (Jiménez, 2012). Puede ser utilizado para consumo
humano o animal y para la elaboracion de productos industriales, como: harinas,
espesantes, jarabes, endulzantes, licores, pegantes, medicamentos, entre otros

(FAO, 2011; Polania Fierro, 2014).

La estructura de la planta esta constituida por un tallo erecto principal alto, de
consistencia interior filamentosa, carnosa y gran cantidad de agua. Las hojas estan
dispuestas en posicion alterna al tallo y su estructura es lanceolada. La planta puede
tener entre 15 y 30 hojas con longitud y ancho variable (Freeling et al., 1994). El
sistema radicular, se compone de una raiz primaria, la cual suministra el anclaje y los
nutrientes a la planta, para posteriormente configurar un sistema de raices
adventicias fasciculadas, cuyo desarrollo dependera de factores como la humedad y

las condiciones del suelo (FAO, 2011).



2.2. Larizosferay las rizobacterias

La rizésfera es la region de suelo que rodea y esta influenciada por las raices de las
plantas. Es un complejo entorno donde las raices interactian con las propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas del suelo (Richardson et al., 2009; Prashar et al., 2013),
esta subdividida en tres zonas, la primera, endorizésfera, que consiste en el tejido de
la raiz, incluyendo la endodermis y las capas corticales; la segunda, el rizoplano, es
la superficie de la raiz, donde las particulas del suelo y los microbios se adhiereny la
ectorizosfera, consiste en el suelo inmediatamente adyacente a la raiz (Prashar et

al., 2013).

En la rizésfera, se presentan interacciones entre la planta, el suelo y la
microfauna. Estas interacciones pueden tener influencias significativas en el
crecimiento y desarrollo de las plantas y en el rendimiento de las cosechas. Las
plantas pueden liberar compuestos organicos como, carbohidratos, aminoacidos,
nucleétidos, flavonoides, enzimas, hormonas, lipidos y vitaminas a través de sus
raices los cuales crean un entorno dindmico estimulando el desarrollo de un gran
namero de microorganismos y la actividad de los mismos en el suelo (Lugtenberg et

al., 1999; Siddiqui et al., 2006; Denef et al., 2009; Habibi et al., 2014;).

Las bacterias que tienen la capacidad de colonizar las raices de las plantas
son denominadas rizobacterias, han tenido una evolucion conjunta con las plantas,
desarrollando interacciones que pueden generar efectos positivos, neutros o

deléteros en el proceso de crecimiento vegetal y el efecto de su aplicacion a la planta



puede diferir entre especies de plantas y practicas de manejo de cultivos (Kloepper et

al., 1999; Habibi et al., 2014).

Los efectos negativos o deletéreos que generan estos microorganismos
pueden relacionarse con el retraso del crecimiento aéreo y radicular de las plantas
debido a la secrecidon de fitotoxinas, fitohormonas o a la competencia de nutrientes
con otros microorganismos nativos (Siddiqui et al., 2006). Las neutras son aquellas
cuya presencia en la planta no afecta ni positiva ni negativamente el desarrollo de la
misma (Kloepper et al., 1999; Vessey, 2003; Prashar et al., 2013). Y aquellas que
poseen efectos positivos en el desarrollo de la planta son conocidas como PGPR,
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, las cuales permiten la productividad
de los cultivos y el mejoramiento de la nutricién de la planta (Siddiqui et al., 2006,

Osorio, 2007).

2.3. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, PGPR por sus siglas en
inglés, fueron definidas por primera vez por Kloepper y Schroth (1978) para describir
las bacterias del suelo que colonizan la rizésfera de las plantas, las cuales, mejoran
las caracteristicas biolégicas y quimicas de cultivos horticolas y estimulan su
crecimiento (Kloepper y Schroth, 1978; Perez-Montano et al., 2014). Las PGPRs,
incluyen un amplio grupo de géneros bacterianos, como, Azospirillum, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Azotobacter, Burkholdaria, Rhizobium y

Erwinia (Lucy et al., 2004; Habibi et al., 2014). De los cuales, Pseudomonas y



Bacillus son los microorganismos mayormente utilizados para la produccion de

inoculantes bacterianos a nivel comercial (Grobelak et al., 2015).

Las PGPR pueden estimular el crecimiento de las plantas mediante diferentes
mecanismos como los son, la fijacion de nitrégeno, la produccién de sustancias como
compuestos volatiles o fitohormonas (fitoestimulacién), adquisicién de nutrientes por
parte de la planta (biofertilizacion) por medio de la solubilizaciéon de fosfatos, la
secrecion de sideréforos o la reduccion del dafio causado por enfermedades
mediante la inhibicién del crecimiento de patégenos a través de la produccion de
compuestos quimicos diversos (Boddey y Dobereiner, 1988; Chabot et al., 1996;
Compant et al., 2005; Mendes et al., 2013). Se ha observado un incremento en la
biomasa, desarrollo en sistemas radiculares y produccion de cultivos de interés
comercial como papa, tomate, trigo, maiz y soya (Bashan, 1998; Kumar et al., 2011;
Martinez et al.,, 2013; Prashar et al., 2013). Respecto al mecanismo de control
biolégico existen reportes donde se confirma la capacidad de las PGPRs para reducir
el desarrollo de enfermedades causadas por hongos, neméatodos y bacterias
(Kloepper et al., 1981; Hamdan et al., 1991; Asaka y Shoda, 1996). La mayoria de
estos estan relacionados con patégenos del suelo, sin embargo, algunas PGPRs
tienen la capacidad de inducir resistencia sistémica, reduciendo el impacto de ciertas

enfermedades foliares (Bakker et al., 2007).



2.4. Mecanismos de accién de las rizobacterias promotoras del crecimiento

vegetal

Las rizobacterias pueden promover el crecimiento de las plantas por medio de
diferentes mecanismos directos e indirectos (Kloepper et al.,, 1981; Glick 2012)

(Figura 1).

MECANISMOS DIRECTOS MECANISMOS INDIRECTOS

PRODUCCION DE METABOLITOS Y ENZIMAS

INDUCCION DE LOS NIVELES DE
FITOHORMONAS

v GLUCANASAS

v" CITOCININAS
v ACIDO INDOLACETICO v CELULASAS

v LIPOPEPTIDOS
v QUITINASAS

v" GIBERELINAS v' LIPASAS

v ETILENO

} INDUCCION PATOGENESIS
SOLUBILIZACION DE FOSFATOS }. ISR
(FOSFATASAS) on e ,‘ -
[ 1% =)
HO —P —OH Py b
o { -
f
REDUCCION DE HIERRO Y 1’ ANTAGONISMO
HACIA FITOPATOGENOS

Figura 1. Mecanismos directos e indirectos de estimulacion del crecimiento vegetal en rizobacterias del
género Bacillus. Las bacterias pueden inducir la sintesis de hormonas en la planta, como citocininas,
etileno, giberelinas, entre otras. Asi mismo, a través de fosfatasas pueden solubilizar fosfato. La reduccion
de hierro puede ser también un mecanismo directo para mejorar la nutricion de la planta. Con respecto a
los mecanismos indirectos, pueden inducir resistencia sistémica (ISR) en la planta o antagonizar a los
patégenos por medio de la excrecion de compuestos que degradan la pared celular, por ejemplo:
quitinasas, celulasas y glucanasas. (Rojas-Solis et al. 2013).

2.4.1. Mecanismos directos de promocién de crecimiento vegetal

Los mecanismos directos de promocion de crecimiento son aquellos en los que las
rizobacterias pueden influir positivamente en la planta, produciendo compuestos
capaces de estimular el crecimiento vegetal o facilitan la absorcion de nutrientes

(Kloepper, 1992, Siddiqui et al., 2006; Glick 2012; Prashar et al., 2013), que pueden

incluir diversos tipos de fitohormonas como las auxinas o citocininas, compuestos



organicos volatiles e incluso activando la produccion in planta de compuestos que
refuerzan la inmunidad vegetal como &cido jasmonico, acido salicilico y fitoalexinas
(Ahmad et al., 2008), esto ocurre independientemente del resto de la poblacion

microbiana del suelo (Cuadro 1).

Cuadro 1.- Mecanismos de accion directa de las PGPR (Sarabia et al., 2010).

Mecanismo Efecto
Fijacion de nitrégeno asociada a la Biomasa y contenido en nitrégeno
raiz
Produccién de hormonas (auxinas, Biomasa (parte aérea y radical);
citocininas , giberelinas) ramificacion de raices; floracién
Inhibicion de sintesis de etileno Longitud radical
Aumento de la permeabilidad de raiz | Biomasa y captacion de nutrientes

e Fijacion de nitr6geno
La fijaciobn biol6gica del nitrogeno atmosférico es un proceso mediante el cual
algunas especies bacterianas, tanto simbidticas como no simbibdticas, utilizan la
enzima nitrogenasa para convertir el nitrdgeno atmosférico (N2) en amoniaco (Denton
et al., 2009; Glick 2012). Entre las bacterias simbidticas fijadoras de nitrégeno se
encuentran, Rhizobium, Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobioum, y Sinorhizobium (Bach Alvarez y Diaz, 2008; Calvo Garcia, 2011).
Entre las bacterias no simbiéticas fijadoras de nitrégeno, se han reportado
principalmente, Azospirillum, Azotobacter, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas,

Burkholderia y Bacillus (Vessey, 2003; Reyes et al., 2008; Hayat et al., 2010).
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Recientemente se ha planteado el uso de PGPRs como una alternativa viable para
reducir el uso de fertilizantes nitrogenados a nivel agricola, ya que estos
microorganismos se encargan de promover el crecimiento de las plantas a través de

la fijacion bioldégica del nitrogeno (Pedraza, 2008).

e Solubilizacion de fosfatos
La solubilizacion del fésforo, se ha relacionado a la trasformacion de fosfatos
organicos e inorganicos a formas solubles por la planta. El fésforo es uno de los
elementos quimicos esenciales en los seres vivos; este compuesto forma parte de
los acidos nucleicos (ADN y ARN), del metabolismo energético (ATP) y da flexibilidad
a las membranas celulares. Es uno de los 22 nutrientes mas importantes para la
planta, sin embargo, la concentracion de fésforo disponible en el suelo generalmente
es muy baja y sus formas asimilables como aniones dihidrégeno fosfato e hidrégeno
fosfato es escasa (Freitas et al.,, 1997, Jayakumar y Tan, 2005). Algunos
microorganismos del suelo tienen la capacidad producir acidos organicos o enzimas
como fosfatasas, fitasas, fosfonatasas y liasas C-P para solubilizar porciones de
fosforo insoluble (De Freitas et al., 1997; Jayakumar y Tan, 2005). La produccion y
liberacion a la rizésfera de estos &cidos, provocan la acidificacion del suelo e
incrementan directamente la solubilidad de los fosfatos. Las enzimas por su parte
cumplen diferentes funciones, las fosfatasas participan en la desfosforilaciéon de los
grupos fosfoéster unidos a la materia organica, las fitasas, catalizan el proceso de
hidrolisis del acido fitico liberando de forma secuencial hasta seis grupos ortofosfatos

libres y las fosfonatasas y C-P liasas, participan en la ruptura del enlace carbono-
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fésforo de los organofosfonatos (Rodriguez et al., 2006). Entre los microorganismos
solubilizadores de fosfato se destacan los géneros, Pseudomonas, Bacillus y

Azospirilluma (Hayat et. al., 2010; Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria, 2010).

e Produccion de reguladores de crecimiento vegetal
La produccion de reguladores de crecimiento vegetal, activan varias respuestas en la
célula, entre ellas, el desarrollo y la regulacién de muchos parametros fisioldgicos e
incrementar la resistencia a diversos factores ambientales. Los reguladores del
crecimiento se pueden dividir en cuatro grupos, auxinas, giberelinas, inhibicion del

etileno y citoquininas (Camelo et al., 2011; Santos et al. 1996).

Varios géneros bacterianos han sido reportados como productores de
reguladores de crecimiento, para la produccion de auxina, se destacan Azotobacter
sp., Pseudomonas sp. y Bacillus sp. (Ahmad et al., 2008), y para la produccion de
giberelinas se han estudiado microorganismos como Acetobacter diazotrophicus,

Herbaspirillum seropedicae y Bacillus sp (Bottini et al., 2004).

La auxina mas estudiada es el 4cido indol acético (AlA) debido a su efecto en
la promocion de crecimiento de las plantas mediante el aumento en la capacidad de
anclaje a la tierra, la mejora en la captacion de nutrientes y por ende en su capacidad
de supervivencia (Patten y Glick, 2002). Las giberelinas pueden incrementar el
crecimiento de los tallos, interrumpir el periodo de latencia de las semillas para

germinar. La inhibicién del etileno puede promover el crecimiento vegetativo y de las

12



raices y puede tener un efecto en la reduccion de sintomas por ataque de patdégenos.
Su inhibicion puede ser estimulada por la presencia de altas concentraciones de

auxinas, giberelinas o citoquininas (Camelo et al., 2011).

2.4.2. Métodos indirectos de promocion de crecimiento vegetal

Los mecanismos indirectos de promocion de crecimiento son aquellos en los que las
rizobacterias actian como agentes de biocontrol para reducir enfermedades o para
proteger las plantas de la degradacion causada por suelos que han sido
contaminados. Estos mecanismos son: la produccion de sideroforos, la produccion
de compuestos antimicrobianos, y la resistencia sistémica inducida (Siddiqui et al.,

2006).

e Produccion de sideroforos
La produccion de sideréforos por rizobacterias puede considerarse un mecanismo de
promocién de crecimiento tanto directo como indirecto. El hierro es un nutriente
fundamental para el desarrollo y crecimiento de las plantas, pero, este no se
encuentra de manera directa en la rizésfera, por lo tanto los microorganismos deben
sintetizar o producir los sidero6foros para hacer asimilable este micronutriente
esencial (Siddiqui et al., 2006). Los sider6foros son moléculas organicas de bajo
peso molecular con alta capacidad para capturar el hierro en forma de Fe** como
parte de sales e hidréxidos de baja solubilidad. Estas pequefias moléculas, actian de

manera especifica como agentes quelantes para secuestrar hierro en presencia de
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otros metales y reducirlo a Fe**, una forma mucho mas soluble y aprovechable para

las plantas (Aguado-Santacruz et al., 2012).

e Produccioén de antibiéticos
La produccion de antibidticos es uno de los mecanismos mas efectivos empleados
por las PGPR para suprimir las enfermedades asociadas a los cultivos (Glick y
Pasternak, 2003; Kinsella et al., 2009). Pseudomonas fluorescens y las especies del
género Bacillus juegan un papel muy importante como agente de biocontrol (Siddiqui,
2006). B. subtilis produce varias clases de antibioticos entre ellos: micobacilinas,
iturinas, bacilomicinas, surfactinas, micosubtilinas, fungistatinas, subporinas
fenazinas, pioluteorinas, pirrolnitrinas, tropolonas, piocianinas, kanosamina vy
zwittermina A.; los cuales, son eficaces supresores de patdégenos en las plantas,
como Fusarium, Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotinia, Laseptoriosis y

Verticillium (Kinsella et al., 2009).

2.5. Bacillus spp. promotor del crecimiento vegetal

Los microorganismos del género Bacillus spp. representan una amplia variedad de
bacterias del suelo, Gram positivas, aerobias estrictas o anaerobias facultativas y
pertenecen al grupo de las bacterias formadoras de endosporas (Glick, 1995). Son
un grupo de bacterias que tienen la capacidad de resistir a condiciones climaticas
adversas como temperatura extrema, radiacion UV, agentes oxidantes y corrosivos,
sequias, fuertes lluvias y procesos de esterilizacion debido a su potencial de

formacion de esporas (Bai et al., 2002; Vessey, 2003; Schulz et al., 2006; Bashan et
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al., 2010). Ademas, este género es considerado como una fabrica microbiana para la
produccion de wuna amplia gama de moléculas biologicamente activas vy
potencialmente inhibitorias para el crecimiento de fitopatdgenos (Ongena y Jacques,

2008).

El ciclo de vida de estos microorganismos se divide en dos fases crecimiento
vegetativo y esporulacion donde se destacan dos morfologias celulares, las células
vegetativas y las esporas. Durante el primer estado, la bacteria crece de forma
exponencial cuando se encuentra en un medio donde las condiciones son favorables.
Cuando los nutrientes comienzan a escasear, la bacteria esporula, formando una
endospora. Las células vegetativas colonizan el suelo hasta alcanzar altas
densidades poblacionales y las esporas sobreviven a condiciones extremas gracias a
sus formas latentes extremadamente resistentes (Errington, 2003, Tejera-Hernandez
et al. 2011). La formacion de esporas en B.subtilis se da por una serie de
mecanismos en los cuales la presencia de nutrientes como el nitrégeno, carbono y
fosforo pueden inducir la esporulacion, lograndose la produccién de esporas en la
fase estacionaria de crecimiento cuando los nutrientes se agotan (Sonenshein, 2000;

Errington, 2003; Tejera-Hernandez et al. 2011).

Los microorganismos de este género, son considerados algunos de los
mejores candidatos para el desarrollo de productos biopesticidas y biofertilizantes
eficientes desde un punto de vista tecnolégico por su capacidad para producir

esporas resistentes lo que hace que los productos tengan larga vida de anaquel y su
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formulacion y produccion sea mas facil (Earl et al., 2008; Hamdache et al., 2011). La
aplicacion de cepas de PGPR en plantas ya sea en el sustrato o remojando las
semillas se ha utilizado para mejorar el crecimiento y proteger a las plantas de
diversas enfermedades (Kloepper et al., 2004, Ryu et al., 2007). Entre ellos, se
destacan las cepas de B. subtilis como los mas utilizados para la promocion de
crecimiento y para controlar enfermedades cuando se aplica desde semillas hasta a

plantulas (Kokalis-Burelle et al., 2005; Cuadro 2).

Cuadro 2. Aislamientos de especies del género Bacillus de diferentes cultivos de interés econémico y
sus potencialidades para promover el crecimiento o el control biolégico de hongos patégenos (Tejera-
Hernandez et al., 2011).

ORIGEN ZONA ESPECIE ACTIVIDAD DE INTERES AGRICOLA
Alfalfa Rizo6sfera B. cereus Antagonismo contra Phytophthora
megasperma.
Arroz Rizo6sfera Bacillus pocheonensis | Produccion de acido indolacético,
Bacillus sp. solubilizacién de fosfatos.
Bacillus sp . Antagonismo contra Alternaria sp.,

Fusarium oxysporum y Pyricularia oryzae,
produccion de sideréforos.

Bacillus spp . Produccibn de &cido indolacético,
solubilizacién de fosfatos.
Aguacate Rizoplano B. subtilis Antagonismo contra Fusarium oxysporum,

Rhizoctonia solani, producciéon de enzimas
hidroliticas y lipopéptidos

Hierbas de Rizo6sfera Bacillus sp. Solubilizacién de fosfato.
pastos
Café Rizo6sfera B. subtilis Antagonismo contra Fusarium stilboides, F.

oxysporum, F. xylarioides, produccion de
lipasas, proteasas, 8 1,3-glucanasa.

Soya Rizo6sfera B. amyloliquefaciens | Antagonismo contra Macrophomina
B. cereus phaseolina, Sclerotinia minor, Fusarium
oxysporum, F. solani y Pythium ultimum.
Produccion de quitinasas, celulasas,
proteasas, auxinas.

Manzana Rizo6sfera B. circulans Solubilizacién de fosfatos, produccién de
acido indolacético, sideréforos, inhibicion
del crecimiento de hongos.
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2.6. Metabolitos secundarios producidos por B. subtilis

B. subtilis es una especie bacteriana muy diversa, capaz de crecer dentro de muchos
entornos (Earl et al., 2008). Se destaca por su capacidad para producir una amplia
gama compuestos estructuralmente diversos con fuertes propiedades antifingicas,
baja toxicidad y alta biodegradabilidad (Stein, 2005; Chen et al., 2008).Entre estos
compuestos, se encuentran los lipopéptidos ciclicos (LPs), los cuales han sido
ampliamente estudiados por su actividad antagonista contra un gran rango de
fitopatdgenos bacterianos, fungicos y oomicetos como M. fijiensis, R. solanacearum,
Botrytis cinerea, F. oxysporum y Pythium aphanidermatum (Carrillo et al., 2003;

Leclere et al., 2005; Ongena y Jacques, 2008).

Estos lipopéptidos ciclicos son de bajo peso molecular y amfifilicos, se
clasifican en tres familias: surfactinas, iturinas y fengicinas. Cada familia, posee un
heptapéptido ciclico de siete acidos grasos en el caso de las iturinas y las surfactinas
0 10 &cidos grasos en el caso de las fengicinas (Raaijmakers et al., 2010). En cuanto
a sus funciones las iturinas, se destacan por la eficacia contra una amplia variedad
de patdgenos importantes, como levaduras y algunos son potentes agentes
fungicidas, sin embargo su actividad antibacterial es baja. Las surfactinas por su
parte, son conocidas por su gran actividad, antiviral y antibacteriana y su limitada
actividad antifingica, es un poderoso biosurfactante, y como tal disminuye la tension
superficial, actia como un excelente detergente, emulsionante y ayuda a la

formacion de biopeliculas. Las fengicinas, poseen una fuerte actividad antifangica
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principalmente contra de hongos filamentosos (Fahim et al., 2012; Falardeau et al.,

2013).

Estos compuestos antimicrobianos proveen a la planta proteccion mediante
diferentes mecanismos, directos e indirectos, tales como colonizacion de las raices
de las plantas, induccion de resistencia sistémica y antagonismo directo contra
diversos microorganismos (Ongena y Jacques, 2008). Los mecanismos directos son
aguellos en los que los lipopéptidos tienen contacto directo con la membrana celular
de los fitopatdgenos de la planta, provocando la formacién de poros en la misma y
como consecuencia un desbalance osmotico y los mecanismo indirectos son
aguellos donde al detectar la presencia de un microorganismo patégeno se induce a
la resistencia de la planta huésped (Pérez-Garcia et al., 2001; Falardeau et al.,

2013).
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. ANTECEDENTES

En los dltimos afios ha habido una creciente preocupacion por la degradacion de los
suelos debido al uso de fertilizantes sintéticos, que los agricultores han empleado en
sus cultivos de manera sistematizada desde hace varios afos, lo cual ha implicado
un mayor rendimiento de la tierra, pero también un desgaste importante a nivel
quimico, fisico y biolégico de esta. Esto ha resultado en que los cientificos busquen
maneras menos agresivas de hacer crecer las plantas y controlar las plagas, por lo
gue se han desarrollado otros sistemas llamados biofertilizantes. En paises tropicales
se ha observado con éxito la utilizacion de los sistemas de fertilizacion naturales y su
aplicacion en diferentes cultivos de interés como la cafia de azlcar, trigo, arroz,
tomate, algodon entre otros, con la reduccion hasta del 50% de los fertilizantes
nitrogenados y fosféricos convencionales con un incremento en los rendimientos

entre el 15-30% (Pefiaranda et al., 2005; Terry et al. 2005).

Bacillus subtilis no es potencialmente patégena, no produce endotoxinas y
secreta proteinas al medio, algunas de ellas con propiedades antifungicas, como la
subtilinas y otros antibidticos de la familia iturinas. La subtilina secretada por B.
subtilis actua sobre la pared celular de los hongos (Gonzalez y Fragoso, 2002). Se
ha demostrado que induce resistencia sistematica natural de la planta contra el
patdgeno bacteriano y fungoso propiedad llamada Resistencia Sistematica Adquirida
(SAR). También B. subtilis se ha utilizado industrialmente como bioinsecticida y
biofungicida para el control biolégico de Phytophthora infestans, P. sojae y P. capsici

en suelos infestados por el patégeno en cultivos de frijol y tomate (Filippov y
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Kuznetzova, 1994). Investigaciones recientes muestran que B. subtilis, no solamente
inhibe al patégeno, sino que ademas, promueve el crecimiento de la raiz y la planta,
e incrementa el contenido de lipidos, triglicéridos y esterol en las hojas del tomate
(Nemec et al., 1996). Del mismo modo se ha utilizado en el tratamiento de semillas

de cereales, algodon y maiz.

Sanchez Lépez et al. (2010), demostraron la capacidad intrinseca de las
cepas TVL-1 y TVL-2 de Enterobacter sp., ademas las cepas Pseudomonas sp.
PSO13, PSO14, y Bacillus sp. BEOO2 y BEOO3 para solubilizar una fuente de
fésforo poco soluble. Donde la utilizacion de las cepas TVL-1, TVL-2 y PSO14
evidenciaron los mejores resultados. Las cepas TVL-1, TVL-2 y PSO13 presentaron
actividad fosfatasa. Adicionalmente, las bacterias fueron capaces de producir indoles
y sideréforos bajo las condiciones evaluadas. El experimento en invernadero
evidencié que las cepas TVL-2 y PSO14 incrementaron de manera significativa la
biomasa y desarrollo de la planta (p< 0.05) asi como el rendimiento en la produccion

de frutos lo que se puede asociar a las capacidades bioquimicas.

También en el 2010, Ramirez y Kloepper demostraron que el suelo modula
el rendimiento de las rizobacterias que promueven el crecimiento de las plantas de
una manera especifica, consistente con los mecanismos de accion involucrados.
Para esto estudiaron las propiedades relacionadas con el fosforo (P) en el suelo y la
concentracion de inoculo en la promocion del crecimiento de plantas de col china por

la cepa Bacillus amyloliquefaciens FZB45 productora de fitasa. Evaluaron dos
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concentraciones de inéculo bajo cuatro regimenes de fosforo: sin adicién de fosforo,
fésforo inorganico y dos niveles de fitato. Encontraron una interaccion significativa
entre el régimen de fésforo (P) y la inoculacion bacteriana. FZB45 solo promovio el
crecimiento de las plantas y la absorcion de P a una tasa mas alta de fitato, lo que
confirma que la actividad de la fitasa es su mecanismo principal y que esta limitada
por la disponibilidad de fitato en el suelo. El efecto causado por la concentracion de
in6culo mas baja fue superior al efecto por la mayor, lo que sugiere la participacion
simultanea de un efecto directo. Este efecto fue confirmado por una prueba sin suelo,
gue mostré una respuesta similar a la hormona. FZB45 produjo IAA in vitro, pero su

papel no fue determinado.

Dadnia (2011) evalué los efectos de 5 cepas de B. subtilis sobre plantas de
maiz respecto a la aplicacion de nitrégeno, de las cuales una presentd diferencias
significativas respecto al control (fertilizantes nitrogenados), aumentando en un 32%
el rendimiento total. Valery y Reyes (2013) demostraron que la inoculacion individual
y en consorcio de la cepa B. subtilis MF5 con una fertilizacion quimica de NK,
incremento el peso seco del grano en 130 y 403%, el contenido de N en 463 y 116%,
y el de P en 152 y 376%, respectivamente, lograban un aumento en la produccion del

grano de maiz y su calidad.
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IV. HIPOTESIS

El uso de las cepas GBO3 o IN937b de Bacillus subtillis promueven la organogeésis

en plantas de maiz (Zea mays L.).

V. OBJETIVOS:

5.1. General:

e Evaluar los efectos de dos cepas de Bacillus subtilis a diferentes

concentraciones en el crecimiento de maiz (Zea mays L.)

5.2. Especificos:

e Determinar la influencia de la cepa GBO3 de B. subtillis en la organogénesis

de maiz (Zea mays L.).

e Determinar la influencia de la cepa IN937b de B. subtillis en la organogésis

de maiz (Zea mays L.).

e Comparar las respuestas organogénicas inducidas por las cepas GBO3 y

IN937b de B. subtillis en maiz (Zea mays L.).

e Determinar la concentracion Optima de B. subtilis para promover el

crecimiento de maiz (Zea mays L.).
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VI. METODO

El presente trabajo se desarroll6 en dos fases, la primera fue en un laboratorio de
docencia de la Facultad de Ciencias Agronémicas campus V de la Universidad
Auténoma de Chiapas donde se reactivaron las cepas de B. subtilis, la segunda fase
comprendio la preparacion del inoculante y la esterilizacion de las semillas para su
inoculacion, esto se realizo en el Instituto de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de
Ciencias y Artes de Chiapas, en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales y
posteriormente en el invernadero de la Secretaria del Campo (SECAMP) la siembra
de las semillas; utilizandose semillas de maiz (Zea mays L.) de una variedad criolla

llamada Campeon de la region Frailesca, Chiapas.

Se utilizaron las cepas GBO3 y IN937b de Bacillus subtilis que se obtuvieron
del laboratorio de bacteriologia del Dr. Joseph W. Kloepper, del Departamento de

Fitopatologia de Auburn University, Alabama, USA.

6.1. Preparacion del indculo

Para preparar el inéculo de B. subtilis, las cepas GBO3 y IN937b fueron
sembradas en el medio de cultivo agar de soya tripticaseina (TSA - tryptic soy agar).
Las células vegetativas se cosecharon 72 h después de la incubacién a 28°C, se

prepar6 la suspension bacteriana en agua destilada estéril a dos concentraciones

7 8
para cada cepa, 1x10 UFC mly 1x10 UFC ml. (Posada, 2012; Park et al., 2013). La
determinacién de la poblacion bacteriana se realiz6 con la técnica del NUmero mas
Probable (NMP).
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6.2. Desinfeccion de la semilla

Las semillas fueron seleccionadas en un tamafio similar, se colocaron en un
recipiente y se trataron con una soluciébn de hipoclorito de sodio comercial
(Cloralex®) al 6% durante 2 min, en agitacién constante para favorecer el contacto
del agente de esterilizacion. Se retird el hipoclorito de sodio por decantacion,
posteriormente se realizaron 3 lavados con agua destilada estéril con una duracion

de 1 min cada una (Reyes et al., 2008; Canto-Martin et al., 2004).

6.3. Tratamientos
El disefio experimental que se utilizd fue de bloques al azar. Se evaluaron 5
tratamientos (T), con 18 repeticiones por tratamiento, se utilizé una semilla por

repeticion, con un total de 72 unidades experimentales (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tratamientos para la determinacion del efecto de la aplicacién de dos cepas de Bacillus
subtilis en plantas de maiz

TRATAMIENTOS Bacillus subtilis CONCENTRACIONES UNIDADES
EXPERIMENTALES
,
T GBO3 10 UFC/ ml 18
8
T2 GBO3 10 UFC /ml 18
7
T3 IN937b 10 UFC/ ml 18
8
T4 IN937b 10° UFC /ml 18
T5 Testigo Agua 18
Total 72

Las soluciones bacterianas se aplicaron en tres ocasiones, primero se inocul6
la semilla al momento de la siembra, la segunda a los 15 dias siendo este el
momento del trasplante de las plantas a macetas y la tercera a lo|s 15 dias
posteriores al trasplante.
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6.4. Siembra de las semillas en invernadero

6.4.1. Inoculacién y siembra de las semillas

Las semillas fueron seleccionadas en un tamafio similar, se sumergieron en 500 ml
de la solucion bacteriana de acuerdo al tratamiento y en agua para el testigo, durante
20 min, después se sembraron a 3 cm de profundidad en charolas de germinacion de
70 cavidades (tamafio de la cavidad 6 cm de diametro por 15 cm de profundidad)
con 1 semilla por cavidad; se utiliz6 un sustrato comercial estéril Peat moss
(PREMIER ®) humedecido con agua. Por ultimo se le agregd a cada semilla
sembrada 5 ml de solucion respectiva a su tratamiento. Las charolas se
colocaron en el invernadero en estructuras que las mantuvieron separadas del
suelo y se regaron todos los dias manualmente hasta el dia del trasplante

(Canto-Matin et al., 2004; Garcia-Olivares et al., 2007).

6.5. Trasplante de plantulas

A los 15 dias de sembradas las semillas, las plantulas de maiz se
trasplantaron a macetas de plastico de 20 cm de diametro por 15 cm de profundidad,
se utilizd un sustrato a base de 50% de Peat moss (PREMIER ®) y 50% de tierra

negra, humedecido con agua (Garcia-Olivares et al., 2007; Sanchez et al., 2012).

Al momento del trasplante las raices de cada planta fueron sumergidas
durante 1 min en solucion bacteriana respectivo a su tratamiento; ya trasplantadas se
les agrego junto al tallo 10 ml de solucion. Las macetas se colocaron en las

estructuras metélicas del invernadero y se regaron manualmente de forma
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homogénea con 300 ml de agua, con un intervalo de 3 dias. A los 15 dias del
trasplante se le aplico en el tallo de cada planta 10 ml de solucion bacteriana

(Garcia-Olivares et al., 2007; Sanchez et al., 2012).

6.6. Parametros a evaluar

Para la toma de datos se eligieron plantas de maiz tratadas con las cepas GBO3,
IN937b de B. subtilis y otras regadas con agua como testigo; a los 40 dias de
sembradas, se desprendieron de las macetas y se les retir6 todo el sustrato del
sistema radical, obteniéndose los datos a evaluar de 18 plantas por cada tratamiento.

Los parametros que se evaluaron se refieren en el cuadro 4 (Sanchez et al., 2012;

Garcia; Lovaisa y Ulla, 2015).

Cuadro 4. Parametros y método de medicién del crecimiento en maiz (Zea mays L.).

PARAMETROS METODO
1.- | Longitud del | Se midi6 desde la base del tallo hasta el apice de la hoja
Tallo/parte aérea (cm) | mas nueva, con un vernier digital Traceable®
2.- | Longitud de Raiz (cm) | Se midi6 desde la base de las raices hasta la punta de la
raiz més larga, con un vernier digital Traceable®
3.- | Diametro del | Se midi6 el diametro basal del tallo con un vernier digital
Tallo(cm) Traceable®
4.- | Peso fresco del | Se determin6 pesando el tallo con sus hojas en una balanza
tallo/parte aérea (g) analitica Ohaus®.
5.- | Peso fresco de la raiz | Se determind retirando los residuos de sustrato del sistema
(9) radical para después pesar todas las raices en una balanza
analitica Ohaus®.
6.- | Peso Total (g) Se determin6 pesando la parte aérea y el sistema radical de
cada planta con una balanza analitica Ohaus®.
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6.7. Analisis de datos

Los datos recabados de las variables evaluadas fueron analizados con el programa
Statgraphics Centurion XV. Los datos obtenidos se sometieron a analisis de varianza
usando ANOVA con un nivel de confianza de 95% para identificar diferencias en los
pardmetros medidos; se realizO una prueba de rangos multiples cuando se
observaron diferencias significativas, método LSD para conocer entre que
tratamientos se registraban dichas diferencias. Para el caso de los datos que no
cumplieron con los supuestos de normalidad se realizé un analisis no paramétrico

por medio del test de Kruskal Wallis con un nivel de confianza de 95%.
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VIl. RESULTADOS

7.1. Efecto de la aplicacién de dos cepas de B. subtillis sobre la Longitud de

Raiz en plantas de maiz

De acuerdo a la asimetria y/o curtosis estandarizada (Anexo 3) indica que no hay
normalidad en los datos por lo que se procedié a realizar un analisis de Kruskal-
Wallis (Anexo 4) donde las diferencias observadas para los datos de Longitud de raiz

entre los 5 tratamientos no son estadisticamente significativas p= 0.166; (Figura 2).
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Figura 2. Longitud de la raiz de las plantas de maiz inoculadas con dos cepas de B. subtillis

a dos concentraciones (10" UFC/ mly 10° UFC/ ml) y plantas testigo.

28



Cuadro 5. Efecto de la aplicacion de las cepas GBO3 y IN937b de B. subtilis a diferentes concentraciones sobre el crecimiento de maiz

(Anexo 2, 5, 6, 8-10, 12-14, 16-18, 20-22, 24, 25).

NO. | TRATAMIENTO LONGITUD DE RAIlZ PESO RAIzZ LONGITUD DE TALLO DIAMETRO DE TALLO PESO DE TALLO PESO TOTAL
P CcC +SD |P CcC +SD P CcC +SD P CcC +SD P CcC +SD |P CcC +SD
T1 GBO3 10’ o. | 20.84 | 6.03 o 2.36 £ aro 1.98 o 0.08 3.81 o 113 | 9.84 o 3.23
67.92 -7.00% 70.34% 18.60 6.86% 0.51 2.00% 25.33% 49.54%
UFC/ ml a * bc ab a * b * b
T2 GBO3 10° or | 17.77 | 7.30 o 2.02 o 3.86 o 0.07 3.99 o 0.84 | 11.29 o 2.34
82.75 13.31% 106.21% 21.60 8.16% 0.54 8.00% 31.25% 71.58%
UFC/ ml c * c cd ab * bc * b
7
T3 IN937b 10 596 4.01% 13.67 | 6.67 88.42% 1.39 23.67 18.53% 3.15 0.60 20.00% 0.06 4.62 51.97% 0.65 | 11.29 71.58% 1.57
UFC/ ml bc * bc * d * b * c * b
8
T4 IN937b 10 617 7.04% 21.08 | 5.95 68.08% 1.37 |16.51 17.33% 3.44 051 2.00% 0.09 3.95 29.93% 0.97 | 9.91 50.61% 2.05
UFC/ ml bc * b * a a * b * b
T5 18.32 1.41 4.18 0.05 0.67 1.79
TESTIGO 73.03 0% 3.54 0% 19.97 0% 0.50 0% 3.04 0% 6.58 0%
bc a bc a a a
Cuadro de analisis estadistico
P= Promedio
CC = Coeficiente de crecimiento respecto a testigo. Expresa el porcentaje de crecimiento de los tratamientos en relacidn con el testigo.
(* SD) = Desviacién Estandar
* = Diferencias estadisticamente significativas con respecto al testigo con un nivel del 95.0% de confianza (p<0.05)
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7.2. Efecto de la aplicacion de dos cepas de B. subtillis en el Peso de la Raiz en

plantas de maiz

De acuerdo con el analisis de varianza (Anexo 6) del peso de la raiz las diferencias
observadas entre los tratamientos son estadisticamente significativas p=0.0000
(Anexo 7). Los tratamientos que presentan diferencias estadisticamente significativas
son T2 con T4, T5 y T5 con T1, T2, T3, T4 (Cuadro 5); donde el tratamiento que
presenta una mejor respuesta es el nimero 2 (GBO3 10® UFC/ml) (Figura 3), con un

promedio de 7.30 g (Cuadro 5).
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Figura 3. Peso de raiz en plantas de maiz inoculadas con dos cepas de B. subtillis a dos

concentraciones (10" UFC/ mly 10° UFC/ ml) y plantas testigo.
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7.3. Efecto de la aplicacion de dos cepas de B. subtillis sobre la Longitud de

Tallo en plantas de maiz

De acuerdo con el analisis de varianza (Anexo 10) de Longitud de Tallo las
diferencias observadas entre los tratamientos son estadisticamente significativas p=
0.0000 (Anexo 11). Los tratamientos que presentan diferencias estadisticamente
significativas son TL con T2y T3; T2con T1ly T4; T3con T1, T4, T5,y T4 con T2, T3
y T5 (Anexo 13) donde los tratamientos que presentaron una mejor respuesta fueron
el nimero 3 (IN937b 10’ UFC/ ml) con una longitud promedio de 23.67 cm vy el
niimero 4 (IN937b 10® UFC/ ml) con una longitud promedio de 16.51cm (Cuadro 5y

Figura 4).
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Figura 4. Longitud de Tallo de las plantas de maiz inoculadas con dos cepas de B. subtillis a

dos concentraciones (10’ UFC/ mly 108 UFC/ ml) y plantas testigo.
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7.4. Efecto de la aplicacion de dos cepas de B. subtillis sobre el Diametro del

Tallo en plantas de maiz

De acuerdo con el analisis de varianza (Anexo 14) para el diametro del tallo las
diferencias observadas entre los tratamientos son estadisticamente significativas p=
0.0011 (Anexo 15). Los tratamientos que presentan diferencias estadisticamente
significativas son T1 con T3y T3 con T1, T4, T5, (Anexo 17); donde el tratamiento
que presenta la mejor respuesta es el nimero 3 (IN937b 10’ UFC/ ml) con un

didmetro promedio de 0.60 cm (Cuadro 5y Figura 5).
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Figura 5. Didmetro del Tallo de plantas de maiz inoculadas con dos cepas de B. subtillis a

dos concentraciones (10’ UFC/ mly 108 UFC/ ml) y plantas testigo.
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7.5. Efecto de la aplicacion de dos cepas de B. subtillis en el Peso del Tallo en

plantas de maiz

De acuerdo con el analisis de varianza (Anexo 18) realizado para el peso del tallo las
diferencias observadas entre los tratamientos son estadisticamente significativas
p=0.0000 (Anexo 19). Los tratamientos que presentan diferencias estadisticamente
significativas son T1 con T3, T5; T3 con T1, T4, TS5y T5 con T1, T2, T3, T4, (Anexo
21); donde se observa que el tratamiento ndmero 3 (IN937b 10’ UFC/ml) es el que

presentd mejor respuesta con un peso promedio de 4.62 g (Cuadro 5y Figura 6).
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Figura 6. Peso del tallo de plantas de maiz inoculadas con dos cepas de B. subtillis a dos

concentraciones (10’ UFC/ ml'y 10 UFC/ ml) y plantas testigo.
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7.6. Efecto de la aplicacion de dos cepas de B. subtillis en el Peso Total en

plantas de maiz

De acuerdo con el analisis de varianza (Anexo 22) para el Peso Total, las diferencias
observadas entre los tratamientos son estadisticamente significativos p=0.0000
(Anexo 23). Los tratamientos que presentan diferencias estadisticamente
significativas son T5 con T1, T2, T3, T4 (Anexo 25); donde el tratamiento nimero 3
(IN937b 107 UFC/ml) es el que presenta la mejor respuesta con un promedio de

11.29 g (Cuadro 5y Figura 7).
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Figura 7. Peso total de plantas de maiz inoculadas con dos cepas de B. subtillis a dos

concentraciones (10" UFC/ ml'y 10° UFC/ ml) y plantas testigo.

34



VIIl. DISCUSION

8.1. Organogénesis de raiz

La rizosfera es la region del suelo influenciada por las raices de las plantas y es el
sitio donde ésta interactia con las propiedades fisicas, quimicas y biologicas del
mismo, generando interacciones que pueden tener influencias importantes en su
desarrollo (Richardson et al, 2009), una de las interacciones mas significativas que
se llevan a cabo en la rizosfera es la interaccién con microorganismos, dentro de los
gue destacan las rizobacterias promotoras del crecimiento (PGPR), cuya funcion es
estimular el crecimiento de las plantas por medio de la sintesis de fitohormonas y el

incremento de la disponibilidad de nitrégeno y minerales (Xie et al. 2009).

A nivel comercial las cepas de B. subtilis se encuentran reportadas entre las
mas utilizadas para la promocion del crecimiento y el control de enfermedades
cuando se aplican desde semillas hasta plantulas (Kloepper et al., 2004; Kokalis-
Burelle et al., 2005; Ryu et al., 2007). De acuerdo con Wang et al. (2018) estas cepas
pueden promover el crecimiento, regulandolo por medio de la produccién de
fitohormonas (auxinas, citocininas, giberelinas y etileno) y enzimas (ej. 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa) ademas de promover la
mineralizacion de nutrientes ( v .g., solubilizacion de fosfato, potasio y zinc), fijaciéon
de nitrégeno e incremento de la capacidad de absorcion de las raices, siendo
particularmente prometedoras las cantidades de fitohormonas y sideréforos

producidos por B. subtilis respecto a cepas de otras especies.
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En el presente estudio se observd que las cepas B. subtilis GBO3 y IN937b,
presentan efectos sobre el crecimiento de las raices, este crecimiento se vio reflejado
en la obtencion de raices con un peso significativamente mayor (Anexo 2)
obteniéndose medias de 7.3 y 6.67 g para los tratamientos 2 y 3 respectivamente
(cepas GBO3 10® UFC/mly IN937b 10" UFC/ml), esto significa un incremento del 106
y 88% con respecto a los 3.54 g del testigo (Cuadro 5), en lo que respecta a la
longitud de las raices no se observaron diferencias estadisticamente significativas

(Anexo 4; Kruscal-Wallis).

De acuerdo con Xie et al. (2009) la cepa B. subtilis GBO3 induce efectos
benéficos en el crecimiento de Arabidopsis mediante la emisiébn de compuestos
volatiles, que inducen la promocion del crecimiento a largo plazo, fotosintesis
elevada y la acumulacién de hierro. Estos compuestos estimulan los sistemas de
regulacion de mudltiples hormonas, entre ellas, auxinas y el acido abscisico, dicha
regulacion se da mediante la induccién de la expresion de genes relacionados a la

produccion de estos reguladores.

Si bien Xie et al. (2009) no identifican los compuestos volatiles, autores como
Raghavendra y McSpadden (2005) y Choudhary et al. (2011) refieren que las cepas
GBO3 y IN937a producen compuestos organicos volatiles como 2,3-butanediol y 3-
hydroxy-2-butanone (acetoin), que probablemente estén relacionados con los efectos
descritos por Xie et al. (2009), es importante mencionar que las cepas IN937a e

IN937b presentan genes en comun como el bmyB Unicamente detectados para esas
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dos cepas entre las 168 analizadas (Raghavendra y McSpadden, 2005), por lo que
probablemente la cepa IN937b presente produccion de dicho tipo de compuestos

volatiles.

Tomando en cuenta lo anterior, el incremento en el peso de las raices de las
plantas de maiz empleadas en el estudio, esta probablemente relacionado con la
estimulacién de los genes responsables de la produccion auxinas en maiz, debido a
qgue, no se obtuvieron raices con longitudes significativamente mayores, las raices

obtenidas presentaron una mayor robustez e incremento de peso (Cuadro 5).

En lo que respecta a la cepa IN937b los resultados demuestran un peso
promedio de raices semejante a los de la cepa GBO3 (Cuadro 5), lo anterior se debe
a que ambas cepas pertenecen a la misma especie y probablemente la cepa IN937b
produzca compuestos semejantes, mismos que deberan ser revisados en estudios

posteriores.

Es importante mencionar que en todos los tratamientos fue posible obtener
pesos de raiz significativamente mayores al testigo (Cuadro 5) independientemente
de la dosis de aplicacion de las cepas estudiadas, por lo que ambas cepas poseen
actividad promotora al menos en las dosis probadas; la mejor cepa y dosis para la

promocién del crecimiento de raices fue GBO3 a 10 UFC/ml.
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8.2. Organogénesis de tallo

El tallo de las plantas cumple dos funciones importantes, dar sostén a la planta y
transportar el agua y los nutrientes, por ello, la obtencion de tallos robustos permite
mejorar la productividad general del organismo y su resistencia a eventos fisicos
como lo es la accion del viento. En algunos casos los tallos cumplen funciones de

almacenamiento de reservas en forma de azlcares y almidon.

Los resultados del presente trabajo respecto a la formacién de tallos,
evidencian una relacién entre la dosificacion de las cepas y el desarrollo de los
mismos, con porcentajes de crecimiento positivos 0 negativos comparado con el
testigo. El crecimiento de los tallos se evalué por medio de la medicion de su

longitud, diametro y peso.

Los mejores tratamientos para promover la longitud de tallo fueron el
tratamiento 2 y 3 (cepas GBO3 10® UFC/ml. y IN937b 10" UFC/ml.) con 21.6 y 23.67
cm respectivamente (Cuadro 5), lo que significa un incremento del 19 y el 8%
comparado con los 19.97 cm del testigo, por otra parte, los tratamientos 1y 4 (GBO3
10" UFC/ml. y IN937b 10® UFC/mI.) presentaron medias inferiores al testigo con 18.6
y 16.5 cm que representan una longitud de un 7 y 17% por debajo del testigo, si bien
los tallos de los tratamientos 1 y 4 presentaron longitudes menores, sus pesos Yy

diametros superaron al testigo (Cuadro 5).
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Referente al peso del tallo, la totalidad de los tratamientos experimentales
presentaron una media significativamente superior al testigo siendo los tratamientos
2 y 3 los de mayor peso con 4.62 y 3.99 gr respectivamente, mismos que equivalen a
un incremento del 52 y 31% respecto a los 3.04 g del testigo (Cuadro 5). Respecto al
diametro del tallo el Unico tratamiento estadisticamente diferente del testigo fue el
tratamiento 3 con un promedio de 0.6 cm, que representa un incremento del 20%

respecto a los 0.5 cm del tratamiento testigo (Cuadro 5).

Los resultados obtenidos concuerdan con los de Araujo (2008), quien evalué
los efectos de una cepa de Bacillus subtilis en combinacion con harina de ostras,
encontrando un incremento del 34% respecto al testigo en las plantas inoculadas con
B. subtilis y suplementadas con harina de ostras y un 19% en la inoculacion de B.
subtilis sin adicion de harina de ostras, de acuerdo con el autor dicho incremento en
la longitud de los tallos de maiz se debid principalmente a la solubilizacién de
nutrientes como el fésforo, mismo que se encontraba en cantidades
significativamente mayores en las hojas de las plantas inoculadas con B. subtilis
comparadas con las del testigo, de igual manera, reporta una mayor concentracion
de las fosfatasas y un incremento en la concentracién de nitrégeno en las plantas
inoculadas. Los incrementos en el fésforo son importantes debido a que este
elemento forma parte del ATP y por lo tanto su disponibilidad influye directamente en
la disponibilidad de energia celular, mientras que el nitrogeno es un elemento

esencial en la formacion de biomasa vegetal.
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Por lo antes mencionado, probablemente las plantas inoculadas con las cepas
de B. subtilis presenten una mayor disponibilidad de nitr6geno y potasio, que
permiten la formacion de tallos con pesos mas elevados, en lo que respecta a
diametros del tallo el Unico tratamiento con efectos significativos fue el tratamiento 3
que contenia la cepa IN937b a una concentraciéon de 10’ UFC/ml (Cuadro 5), es
importante recalcar que este tratamiento presentd el mayor incremento en peso, por
lo que la aplicacion de la cepa IN937b a una concentracién de 10” UFC/ml, puede

considerarse la mejor dosis probada.

8.3. Peso total

Las diferencias en el peso total de los organismos sometidos a diferentes
tratamientos son resultado de mdultiples mecanismos de activacion y estimulacion
simultdneos y nos permite observar y distinguir la efectividad de los mismos en la
generacion de biomasa, para el caso de maiz fue posible observar como la
inoculacién las cepas a diferentes concentraciones tuvieron un efecto en el
crecimiento de las plantas. Dichos efectos son el resultado de la estimulacién de la

produccion de raices y partes aéreas.

Los resultados obtenidos muestran que la totalidad de los tratamientos
experimentales presentaron una media significativamente superior al testigo (Cuadro
5) siendo los tratamientos 2 y 3 (cepas GBO3 10 UFC/ml y IN937b 10’ UFC/ml) los
de mayor peso total, ambos con 11.29 g, mismos que equivalen a un incremento del

72 % respecto a los 6.58 gr del testigo (Cuadro 5).
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En el caso de Bacillus subtilis, se ha reportado la capacidad de las cepas para
estimular a la planta por varios factores, el microorganismo tiene la capacidad de
proteger a la planta de patdgenos mediante competencia por recursos, antibiosis
(Compant et al.,, 2005; Siddiqui et al., 2006; Mendes et al., 2013), promueve la
generacion de resistencia sistémica (Siddiqui et al., 2006; Bakker et al. 2007),
promueve el crecimiento mediante la generacion de fitohormonas (Bottini et al., 2004;
Ahmad et al., 2008) y mediante la segregacion de compuestos volatiles que activan
la expresion de genes relacionados con la produccion de auxinas y acido abscisico
(Ryu et al. 2003), incrementan la disponibilidad de potasio, nitrdgeno y minerales en
el suelo (Vessey, 2003; Pedraza, 2008; Hayat et al., 2010), produccién de sideréforos
(Siddiqui et al., 2006; Lee et al. 2008), produce la enzima 1-aminociclopropano
1-carboxilato (ACC) desaminasa, que hidroliza la ACC en amonio y alfa-ketobutirato

evitando su conversion en etileno (Mayak et al. 1999; Marques et al. 2010).

El papel de la 1-Aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) es importante debido
a que este es un precursor inmediato del etileno en plantas superiores, y por lo tanto,
al suprimir su produccion mediante la enzima ACC desaminasa, se evita la
generacion de etileno y con ello los procesos de senescencia derivados del mismo.
Por lo que la inhibicion del etileno es en si un estimulo para el crecimiento. Por tanto,
el incremento general del peso de la planta es el resultado de este conjunto de

estimulos.
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IX. CONCLUSIONES

Se determiné que las cepas GBO3 10® UFC/ml y IN937b 10" UFC/ml de Bacillus

subtilis presentan un efecto positivo en el crecimiento del maiz (Zea mays).
La totalidad de los tratamientos experimentales presentaron un peso medio
significativamente superior al testigo, no obstante, con los tratamientos GBO3 10°

UFC/mly IN937b 10’ UFC/ml se obtuvieron los mejores resultados.

Respecto al peso de la raiz, la cepa que presentd la mayor promocion del

crecimiento fue la GBO3 a una concentracion de10® UFC/mL.

En cuanto al crecimiento del tallo relativo a longitud, diAmetro y peso, la mejor cepa

fue IN937b a una concentracion de 10’ UFC/ml.
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X.- RECOMENDACIONES

e Evaluar los efectos de las cepas utilizadas en este estudio a nivel de campo y

determinar sus beneficios en el crecimiento y desarrollo de las plantas de maiz

e Realizar pruebas con la interaccion de las dos cepas utilizadas en este estudio

empleando las concentraciones Optimas.

e Dependiendo del interés de promover enraizamiento o crecimiento de la
planta, utilizar la cepa que corresponda de acuerdo a los resultados obtenidos

en el presente estudio.

e Evaluar los efectos de las cepas de B. subtilis GBO3 y IN937b en la

germinacion de semillas de maiz
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XIl. ANEXOS

Anexo 1. Composicion del medio de cultivo TSA (“Tryptic Soy Agar”, Merck®)

Reactivo Cantidad (g/L)
Digerido pancreatico de 17
caseina
Digerido papainico de soya
Cloruro de sadico
Fosfato dipotasico 2.5
Dextrosa 2.5
Agar 15

Anexos 2.- Resumen estadistico para Longitud de raiz

Tratamiento Recuento |Promedio |Desviacién |Coeficiente [Minimo [Maximo |[Rango
Estandar de Variacién
GBO3 10’ 18 67.92 20.84 30.68% 44.0 127.0 83.0
UFC/mlI
GBO3 10° 12 82.75 17.77 21.48% 61.6 126.1 64.5
UFC/mlI
IN937b 10’ 18 75.96 13.67 18.00% 55.1 111.6 56.5
UFC/mlI
IN937b 10° 18 78.17 21.08 26.97% 49.0 109.0 60.0
UFC/ml
TESTIGO 18 73.03 18.32 25.08% 52.1 109.5 57.4
Total 84 75.05 18.75 24.98% 44.0 127.0 83.0
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Anexo 3. Cuadro de sesgo estandarizado y/o la curtosis estandarizada

Tratamiento Sesgo Curtosis
Estandarizado Estandarizada

GBO3 10" UFC/ml 2.54 2.48
GBO3 10° UFC/ml 2.06 1.58
IN937b 10" UFC/m| 1.15 1.24
IN937b 10° UFC/m 0.43 -1.22
TESTIGO 1.63 -0.02
Total 2.73 0.30

Anexo 4.- Prueba de Kruskal-Wallis para Longitud Raiz por tratamiento

Tratamiento Tamafo Muestra | Rango Promedio
T1 18 32.08
T2 12 52.29
T3 18 46.91
T4 18 45.55
T5 18 38.91

Estadistico = 6.47815 Valor-P =0.166172

Anexo 5.- Pruebas de rangos multiple para Longitud Raiz por tratamiento
Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento Casos Media Grupos
Homogéneos
T1 18 67.92 a
T5 18 73.03 bc
T3 18 75.96 bc
T4 18 78.17 bc
T2 12 82.75 c
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Anexo 6.- Resumen Estadistico para Peso Raiz

Tratamiento [Recuento| Promedio | Desviacion | Coeficiente | Minimo [Maximo| Rango
Estandar |de Variacidn

GBO3 10’ 18 6.03 2.36 39.21% 2.17 9.78 7.61
UFC/ml

GBO3 10° 12 7.30 2.02 27.72% 4.55 11.09 6.54
UFC/ml

IN937b 10’ 18 6.67 1.39 20.83% 4.45 9.53 5.08
UFC/ml

IN937b 10° 18 5.95 1.37 23.00% 3.65 9.2 5.55
UFC/ml

TESTIGO 18 3.54 141 40.00% 1.16 7.27 6.11

Total 84 5.80 2.12 36.54% 1.16 11.09 9.93

Anexo 7.- ANOVA para Peso Raiz por tratamiento con un nivel del 95.0% de
confianza.

Fuente Suma de Gl | Cuadrado | Razén-F | Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 133.94 4 33.48 11.06 0.0000

grupos

Intra 239.13 79 3.02

grupos

Total 373.08 83

(Corr.)
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Anexo 8- Pruebas de Rangos Multiple para Peso Raiz por tratamiento
Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento [Casos| Media Grupos
Homogéneos
T5 18 3.54 a
T4 18 5.95 b
T1 18 6.03 bc
T3 18 6.67 bc
T2 12 7.30 c

Anexo 9- Tratamientos estadisticamente significativos para la variable Peso de
Raiz

Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites
T1-T2 -1.27 1.29
T1-T3 -0.64 1.15
T1-T4 0.07 1.15
T1-T5 * 2.48 1.15
T2-T3 0.62 1.29
T2-T4 * 1.34 1.29
T2-T5 * 3.75 1.29
T3-T4 0.71 1.15
T3-T5 * 3.13 1.15
T4-T5 * 2.41 1.15

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 10- Resumen estadistico para Longitud de Tallo

Tratamiento Recuento | Promedio | Desviacion Coeficiente |Minimo | Méaximo | Rango
Estandar de Variacion
GBO3 10’ 18 18.6 1.98 10.67% 14.5 22.0 7.5
UFC/ml
GBO3 10° 12 21.60 3.86 17.89% 15.5 27.6 12.1
UFC/ml
IN937b 10’ 18 23.67 3.15 13.31% 154 29.3 13.9
UFC/ml
IN937b 10° 18 16.51 3.44 20.83% 12.0 24.0 12.0
UFC/ml
TESTIGO 18 19.97 4.18 20.96% 11.5 26.9 154
Total 84 19.96 4.14 20.77% 11.5 29.3 17.8
Anexo 11-ANOVA para Longitud de Tallo por tratamiento
Fuente Sumade Gl | Cuadrado | Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 528.05 4 132.01 11.59 0.0000
grupos
Intra 899.69 79 11.38
grupos
Total 1427.76 83
(Corr.)
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Anexo 12- Pruebas de Rangos Multiple para Longitud de Tallo por tratamiento
Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento | Casos | Media Grupos
Homogéneos
T4 18 16.51 a
T1 18 18.6 ab
T5 18 19.97 bc
T2 12 21.60 cd
T3 18 |23.67 d

Anexo 13- Tratamientos estadisticamente significativos para la variable
Longitud de Tallo

Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites
T1-T2 * -3.00 2.50
T1-T3 * -5.07 2.23
T1-T4 2.08 2.23
T1-T5 -1.37 2.23
T2-T3 -2.06 2.50
T2-T4 * 5.09 2.50
T2-T5 1.63 2.50
T3-T4 * 7.16 2.23
T3-T5 * 3.7 2.23
T4-T5 * -3.46 2.23

* Indica una diferencia significativa.
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Anexo 14- Resumen Estadistico para Diametro de Tallo

TRATAMIENTO | Recuento | Promedio | Desviacion | Coeficiente de Minimo Méaximo [Rango
Estandar Variacion
GBO3 10’ 18 0.51 0.08 16.14% 0.34 0.63 | 0.29
UFC/mlI
GBO3 10° 12 0.54 0.07 14.17% 0.45 0.72 | 0.27
UFC/mlI
IN937b 10’ 18 0.60 0.06 10.44% 0.51 0.74 | 0.23
UFC/ml
IN937b 10° 18 0.51 0.09 17.77% 0.34 0.69 | 0.35
UFC/ml
TESTIGO 18 0.50 0.05 11.73% 0.44 0.61 | 0.17
Total 84 0.53 0.08 15.43% 0.34 0.74 0.4
Anexo 15- ANOVA para Diametro de Tallo por tratamiento
Fuente Sumade Gl | Cuadrado | Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 0.11 4 0.02 5.08 0.0011
grupos
Intra 0.45 79 0.00
grupos
Total 0.56 83
(Corr.)
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Anexo 16- Pruebas de rangos multiple para Diametro de Tallo por tratamiento
Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento | Casos Media Grupos
Homogéneos
T5 18 0.50 a
T1 18 0.51 a
T4 18 0.51 a
T2 12 0.54 ab
T3 18 0.60 b

Anexo 17- Tratamientos estadisticamente significativos para la variable
Diametro de Tallo

Contraste Sig.|Diferencia| +/- Limites
T1-T2 -0.03 0.05
T1-T3 * -0.09 0.05
T1-T4 -0.00 0.05
T1-T5 0.00 0.05
T2-T3 -0.05 0.05
T2-T4 0.03 0.05
T2-T5 0.03 0.05
T3-T4 * 0.08 0.05
T3-T5 * 0.09 0.05
T4-T5 0.00 0.05

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 18- Resumen Estadistico para Peso Tallo

Tratamiento |Recuento| Promedio | Desviacion | Coeficiente de | Minimo | Maximo | Rango
Estandar Variacion

GBO3 10’ 18 3.81 1.13 29.73% 2.33 6.97 4.64
UFC/mI

GBO3 10° 12 3.99 0.84 21.10% 2.65 5.16 2.51
UFC/mI

IN937b 10’ 18 4.62 0.65 14.10% 3.51 6.22 2.71
UFC/mI

IN937b 10° 18 3.95 0.97 24.74% 2.52 5.97 3.45
UFC/mI

TESTIGO 18 3.04 0.67 22.07% 1.47 3.99 2.52

Total 84 3.88 1.00 25.89% 1.47 6.97 55

Anexo 19- Tabla ANOVA para Peso Tallo por tratamiento con un nivel del 95.0%

de confianza.

Fuente Suma de Gl | Cuadrado | Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 22.89 4 5.72 7.42 0.0000

grupos

Intra 60.92 79 0.77

grupos

Total 83.82 83

(Corr.)
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Anexo 20- Pruebas de Rangos Multiple para Peso Tallo por tratamiento.
Método: 95.0 porcentaje LSD

TRATAMIENTO|Casos | Media Grupos
Homogéneos
T5 18 3.04 a
T1 18 3.81 b
T4 18 3.95 b
T2 12 3.99 bc
T3 18 4.62 c

Anexo 21- Tratamientos estadisticamente significativos para la variable Peso
de Tallo

Contraste Sig.| Diferencia [+/- Limites
T1-T2 -0.18 0.65
T1-T3 * -0.80 0.58
T1-T4 -0.14 0.58
T1-T5 * 0.77 0.58
T2-T3 -0.62 0.65
T2-T4 0.03 0.65
T2-T5 * 0.95 0.65
T3-T4 * 0.66 0.58
T3-T5 * 1.58 0.58
T4-T5 * 0.91 0.58

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 22- Resumen estadistico para Peso Total

Desviacion | Coeficiente
Tratamiento | Recuento | Promedio | Estandar | de Variacién | Minimo | Maximo | Rango
GBO3 10’ 18 9.84 3.23 32.90% 4.55 14.67 10.12
UFC/ml
GBO3 10° 12 11.29 2.34 20.79% 7.2 14.8 7.6
UFC/ml
IN937b 10’ 18 11.29 1.57 13.96% 8.41 14.09 5.68
UFC/ml
IN937b 10° 18 9.91 2.05 20.76% 6.22 13.91 7.69
UFC/ml
TESTIGO 18 6.58 1.79 27.30% 4.23 10.76 6.53
Total 84 9.68 2.82 29.14% 4.23 14.8 10.57

Anexo 23.- ANOVA para Peso Total por tratamiento con un nivel del 95.0% de

confianza.

Fuente Suma de Gl | Cuadrado | Raz6on-F | Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 252.23 4 63.05 12.19 0.0000

grupos

Intra 408.57 79 5.17

grupos

Total 660.80 83

(Corr.)
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Anexo 24.- Prueba de Rangos multiples para Peso Total por tratamiento
Método: 95.0 porcentaje LSD

Grupos
Tratamiento |Casos| Media | Homogéneos
T5 18 6.58 a
T1 18 9.84 b
T4 18 9.91 b
T3 18 11.29 b
T2 12 11.29 b

Anexo 25.- Tratamientos estadisticamente significativos para la variable Peso
Total

Contraste Sig.|Diferencia| +/- Limites
T1-T2 -1.45 1.68
T1-T3 -1.45 1.50
T1-T4 -0.07 1.50
T1-T5 * 3.25 1.50
T2-T3 0.00 1.68
T2-T4 1.37 1.68
T2-T5 * 4.71 1.68
T3-T4 1.37 1.50
T3-T5 * 4.71 1.50
T4-T5 * 3.33 1.50

* indica una diferencia significativa.
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