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Resumen

El potencial como promotoras de crecimiento de Solanum lycopersicum L. “tomate” bajo
estrés hidrico se investigo en Bacillus spp. y Pseudomonas spp. aisladas de la rizésfera de
Echinopsis pachanoi “San pedro hembra”. A las bacterias de ambos géneros se les investigd
in vitro la actividad de la enzima 1- aminociclopropano-1- carboxilato (ACC) desaminasa,
la produccion de acido indol acético (AIA) y la solubilizacién de fosfato tricélcico.
Asimismo, se determind el efecto de cuatro cultivos de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. en
el crecimiento de tomate, bajo estrés hidrico, con un disefio completamente aleatorio con
arreglo factorial 2 x 5. En los tratamientos con estrés hidrico el riego se realiz6 cada 10 dias,
con un periodo de sequia de 6 dias. Se identificaron 127 cultivos puros de Bacillus spp. y 84
de Pseudomonas spp. ElI 7,87 % de Bacillus spp. y el 19 % de Pseudomonas spp.
demostraron actividad ACC desaminasa, produjeron AIA (34,91- 64,68 ppm) y
solubilizaron fosfato (13,03— 25,06 ppm fosforo). Bacillus spp. (34 y 89) y Pseudomonas
spp. (13 y 81) incrementaron los parametros de crecimiento de las plantas y alcanzaron
indices de efectividad (IE) de 18,58 — 70,49 % en la altura; 41,33 - 67,69 % en la biomasa
aérea 'y 9,67 — 46,36 % en la biomasa radicular de las plantas con estrés hidrico, asi como
1,28 —45,90 %, 15,61 46,3 %y 3,24 — 36,76 % respectivamente, en las plantas sin estrés
hidrico. Se demostré promocion de crecimiento en plantas de tomate bajo estrés hidrico por
bacterias rizosfericas de E. pachanoi.

Palabras clave: tomate, estrés hidrico, San Pedro hembra, Bacillus spp., Pseudomonas spp.
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Abstract

The potential as growth promoters of Solanum lycopersicum L. "tomato"” under water stress
was investigated in Bacillus spp. and Pseudomonas spp. isolated from the rhizosphere of
Echinopsis pachanoi "San Pedro female". Bacteria of both genders were investigated in vitro
for the activity of the enzyme 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase, the
production of indole acetic acid (IAA) and the solubilization of tricalcium phosphate.
Likewise, the effect of four cultures of Bacillus spp. and Pseudomonas spp. in tomato
growth, under hydric stress, with a completely random design with a 2 x 5 factorial
arrangement. In the treatments with hydric stress, irrigation was carried out every 10 days,
with a dry period of 6 days. 127 pure cultures of Bacillus spp. and 84 from Pseudomonas
spp. 7.78 % of Bacillus spp. and 19 % of Pseudomonas spp. showed ACC deaminase
activity, produced IAA (34.91-64.68 ppm) and solubilized phosphate (13.03-25.06 ppm
phosphorus). Bacillus spp. (34 and 89) and Pseudomonas spp. (13 and 81) increased the
growth parameters of the plants and reached effectiveness indices (El) of 20.51 - 72.58 % in
height; 42.58-62.26% in aerial biomass and 11.03-51.52 in root biomass of plants with water
stress, as well as 1.30-45.90%, 15.62-46.3% and 3.24 - 36.76% respectively, in plants
without water stress. Growth promotion was demonstrated in tomato plants under water

stress by rhizospheric bacteria of E. pachanoi.

Keywords: tomato, water stress, female San Pedro, Bacillus spp., Pseudomonas spp.
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Introduccion

El estrés abiotico causado por la sequia, salinizacién, inundacién, metales pesados y
temperaturas extremas limita la produccion de los cultivos agricolas y causa pérdidas que
superan el 30% a nivel mundial (Goswami et al., 2016). La sequia afecta mas del 50 % de
las zonas aridas y semiaridas (Shrivastava et al., 2015; Arzanesh et al., 2011) y en el Perd,
constituye uno de los mayores desastres naturales (Gil, 2018). Lambayeque se encuentra
entre las tres regiones con riesgo alto (RA) a la sequia (Servicio Nacional de Meteorologia
e Hidrologia del Perd [SENAMHI, 2015]. El estrés por déficit hidrico o por sequia se
produce en las plantas en ambientes con escasez de agua, donde la tasa de transpiracion es
mayor que la absorcion de agua, asi como también en condiciones de bajas temperaturas y

en suelos con salinidad elevada (Gupta et al., 2022; Moreno, 2009).

El cultivo de Solanum lycopersicum L. “tomate” es sensible al estrés hidrico, condicion
desfavorable que afecta la elongacion celular, fotosintesis y actividad antioxidante (Ngumbi
y Kloepper, 2016) y como consecuencia se reduce la altura, la biomasa foliar y radicular, el
numero de flores y frutos y el rendimiento (Lui et al., 2019; Bacallo y Bao, 2014). En suelos
con sequia, las plantas incrementan el nivel de fitohormonas como el etileno (Zhang et al.,
2020; Saleem et al., 2018), que inhibe el crecimiento de las raices, causa abscision,
senescencia y clorosis foliar, caida de flores y disminucion en el rendimiento (Singh et al.,
2015).

Las cactaceas como Echinopsis pachanoi (Britton & Rose) H. Friedrich & G. Rowley
denominado cactus “San Pedro hembra” o achuva (Laguna et al., 2013), desarrollan en
suelos donde las lluvias son escasas, la evapotranspiracion es elevada y la fertilidad es baja
(Chévez et al., 2016).En la rizosfera de las plantas de San Pedro hembra como en otras
cactaceas se encuentran bacterias promotoras de crecimiento en plantas (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria, PGPR), que mediante mecanismos como la actividad de la
enzima 1- aminociclopropano-1- carboxilato (ACC) desaminasa (ACCD) hidrolizan el
ACC o precursor del etileno y de esta manera disminuyen el etileno y sus efectos adversos
(Kour y Jadav, 2022); sin embargo, se desconoce el potencial benéfico de estas bacterias

en el cultivo de tomate bajo condiciones de estrés hidrico.
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En el cultivo de tomate bajo estrés hidrico se ha demostrado que bacterias de los
géneros Bacillus y Pseudomonas con actividad ACCD, incrementaron la germinacion, el
vigor de las plantulas, la altura, el peso de la biomasa aérea y radicular, el contenido de
clorofila, prolina, nutrientes, la actividad enzimatica antioxidante y el rendimiento. Por el
contrario, disminuyeron las especies reactivas de oxigeno (ROS) y el malondialdehido que
evidencia peroxidacion de lipidos (Gowtham et al, 2020; Astorga et al., 2021; Haque et al.,
2020)

En este contexto, se planted la siguiente investigacién  cuyo problema fue: ¢Cual
es el potencial de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. aisladas de la rizésfera de E. pachanoi
“San Pedro hembra” en Lambayeque como promotoras de crecimiento en Solanum
lycopersicum L. “tomate” bajo estrés hidrico? El objetivo general de la investigacion fue:
Determinar el potencial Bacillus spp. y Pseudomonas spp. aisladas de la rizésfera de E.
pachanoi “San Pedro hembra” en Lambayeque como promotoras de crecimiento de S.
lycopersicum L. “tomate” bajo estrés hidrico. Los objetivos especificos fueron: Identificar
fenotipicamente los géneros Bacillus y Pseudomonas en las bacterias aisladas de la
rizosfera de E. pachanoi “San Pedro hembra” en Lambayeque, seleccionar Bacillus spp.
y Pseudomonas spp. con base a las caracteristicas que evidencian in vitro promocion de
crecimiento vegetal y comparar el efecto de cuatro cultivos Bacillus spp. y Pseudomonas
spp. en el crecimiento de S. lycopersicum L. “tomate” con y sin estrés hidrico, bajo

condiciones de invernadero.

El cultivo de tomate es uno de los mas importantes en términos econémicos a nivel
mundial. En la regién Lambayeque el tomate es cultivado a pesar de la escasez de agua y
se obtienen rendimientos que en su mayoria afectan la rentabilidad del agricultor. Las
bacterias de los géneros Bacillus y Pseudomonas caracterizadas en la presente investigacion
pueden constituir la base para la obtencion de biofertilizantes a ser utilizados como
biofertilizantes en plantas de tomate y en diversos cultivos agricolas bajo condiciones de

estrés hidrico.
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CAPITULO I. Marco teérico

1.1 Antecedentes de la Investigacion

Las cactaceas constituyen una fuente de microrganismos con potencial
biotecnoldgico. En la rizésfera de Mammillaria magnimamma y Coryphantha radians se
aislaron bacterias del género Bacillus, con el objetivo de investigar el efecto in vitro e in
vivo en el desarrollo Mammillaria spp. Se identificaron cuatro aislados de Bacillus spp. con
actividad ACC desaminasa, fijacién de nitrégeno, produccién de indoles y solubilizacion
de fosfato tricalcico. Todas las bacterias incrementaron (17 - 34 %) la germinacion de
semillas de M. magnimamma respecto al testigo no inoculado. Bacillus sp. AP24 aumento
en 31 % el nimero de plantas de M. zeilmanniana y la floracion durante 1 afio. Se concluy6
que estas bacterias pueden ser utilizadas para mejorar el desarrollo de las especies vegetales

en zonas aridas (Chavez et al., 2016).

Costa y Melo (2012), aislaron bacterias en la rizosfera y tejidos de Opuntia ficus-
indica “tuna”, con el objetivo de caracterizarlas y determinar el efecto de su aplicacion en
el cultivo de Vigna unguiculata (L.) Walp. “frejol caupi”. Las bacterias de raices, tallos y
suelo rizosférico se aislaron en medio sin nitrégeno (NFb) y se investigo la produccion de
acido indol acético, solubilizacion de fosfato y presencia del gen nifH. Se obtuvieron 37
cultivos de bacterias endofitas y 31 de rizosféricas. Ochrobactrum anthopi (cepas 1y 2),
Rhodococcus erythropolis y Stenotrophomonas maltophilia incrementaron (18 - 37 %) el
numero de nédulos y las dos cepas de O. anthopi aumentaron la altura y peso de la biomasa.
Se demostro la promocion del crecimiento de frijol caupi por las bacterias procedentes de

la tuna.

Astorga et al. (2021), investigaron las caracteristicas que evidencian in vitro
promocion de crecimiento vegetal en rizobacterias de plantas de Cistanthe longiscapa
nativas del desierto de Atacama y determinaron el efecto de la inoculacion en la
germinacion y crecimiento de plantulas de tomate durante 60 dias, bajo estrés hidrico. Las
bacterias se mezclaron en tres consorcios (tres bacterias por consorcio) y se inocularon en
las semillas y en la rizosfera de las plantulas a los 20, 30 y 40 dias después de la siembra,

momento en el que se establecio el estrés hidrico (24,72 y 120 horas). Bacterias de los
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géneros Bacillus, Brevibacillus y Paenibacillus solubilizaron fosfato, fijaron nitrogeno,
produjeron auxinas, exopolisacaridos y presentaron actividad ACCD. El consorcio B
(B. subtilis + B. mojavensis + B. polymyxa) alcanz6 los mayores incrementos en la tasa de
germinacién (50 %), longitud de la raiz (38 %), altura (38 %), biomasa (16 %) y nimero
de hojas (23 %). Se demostro el potencial como biofertilizantes de las rizobacterias de

C. longiscapa.

Andryei et al. (2021) investigaron durante 2 afios consecutivos el efecto de tres
consorcios de rizobacterias en el desarrollo de plantas de tomate bajo sequia, en condiciones
de campo. El ensayo se condujo bajo un disefio de blogues completamente aleatorizados,
con y sin déficit de riego. Las semillas se inocularon con los consorcios bacterianos B1, B2
y B3, se sembraron en surcos con distanciamientos de 20 cm entre plantas y se contaron los
frutos de acuerdo a su calidad comercial. En promedio durante los 2 afios, el consorcio B2
(Alcaligenes sp. + Bacillus sp.) incrementé el rendimiento de frutos y se alcanzaron 81,77
tha® (déficit de riego) y 78,99 t ha* (sin déficit), sin diferencias significativas con el testigo,
cuyos rendimientos fueron de 77,63 y 59,50 t hal respectivamente. El consorcio B2
disminuy0 el impacto negativo del déficit de riego en el rendimiento comercial de las
plantas de tomate.

Gowtham et al. (2020), estudiaron el efecto de la inoculacion de 10 rizobacterias
con actividad ACC desaminasa en el crecimiento de plantas de tomate bajo estrés por
sequia. Las bacterias se inocularon en las semillas, se determind el efecto en la germinacion
y pardmetros de crecimiento durante 35 dias y la bacteria con la que se alcanzaron los
mayores valores se inoculé nuevamente para investigar el efecto en las plantas sin riego,
con periodos de 2, 3, 4 y 5 dias. Transcurridos 40 dias se evaluaron los parametros
bioquimicos de las plantas. Entre las rizobacterias con actividad ACC desaminasa, Bacillus
subtilis SF48 incrementd la germinacion, el indice de vigor, la altura y el peso de las
plantulas de tomate. Esta bacteria aumenté el contenido relativo de agua, prolina, actividad
de las enzimas superdxido dismutasa (SOD) y ascorbato peroxidasa (APX). Por el
contrario, disminuyé el peréxido de hidrogeno y el malondialdehido (MDA). Se demostré
la efectividad de B. subtilis SF48 en la disminucidon del impacto negativo de la falta de riego

en las plantas de tomate.

Brilli et al. (2019), investigaron el efecto de Pseudomonas chlororaphis en plantas
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de tomate bajo estrés por sequia. Las semillas se inocularon con las bacterias y se sembraron
en macetas con suelo esterilizado dos veces a 121 °C por 30 minutos. Transcurridos 2 meses
de la emergencia de las plantulas, se indujo el estrés hidrico por 9 dias y se cuantificaron la
prolina, peroxido de hidrogeno, malondialdehido, actividad de las enzimas SOD vy catalasa
(CAT), acido indol acético (AlA) y abscisico (ABA). La colonizacion de las raices por
P. chlororaphis incremento la prolina, AIA, ABA, SOD y CAT. Por el contrario, disminuy6
el peroxido de hidrégeno y el MDA. P. chlororaphis aumento la actividad antioxidante y
el nivel de ABA, lo que demostrd una mayor eficiencia en la regulacion del cierre de las
estomas y evidencié un mayor control de la pérdida de agua en las plantas bajo estrés

hidrico.

1.2 Base Teorica

La microbiota del suelo es esencial para el mantenimiento de los ecosistemas desérticos,
donde los microorganismos establecen relaciones benéficas con las plantas y contribuyen a
su sobrevivencia, nutricion y crecimiento en estos ambientes adversos (Chavez et al., 2016).
Las PGPR habitan la rizosfera o region del suelo influenciada por los exudados de la raiz:
aminoacidos, &cidos grasos, nucleotidos, &cidos orgéanicos, fenoles, reguladores de
crecimiento, esteroles, azlcares y vitaminas. Las rizobacterias compiten por estos
metabolitos y por el sitio que ocupan sobre las células epidérmicas y el area donde emergen

las raices (Molina et al., 2015).

Las rizobacterias promotoras de crecimiento de plantas (PGPR) ejercen su efecto
benéfico mediante una combinacion de mecanismos. El buen desempefio de las PGPR
requiere tres pasos: i) atraccion de las bacterias hacia la rizosfera del hospedero, ii) Adhesién
y colonizacion en la superficie de la raiz, iii) funcionalidad de la simbiosis asociativa o
establecimiento efectivo de una relacion microorganismo-planta, lo que favorece la
modulacién del balance hormonal de la planta (produccion de fitohormonas, compuestos
volatiles o precursores del catabolismo vegetal), el mejoramiento en la nutricion de la planta
(fijacion bioldgica de nitrogeno y solubilizacidn de fosfatos) y el mantenimiento del estado

normal de la planta (Gakegne et al., 2017; Molina et al., 2015).
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Las caracteristicas que evidencian in vitro promocién de crecimiento vegetal por
Bacillus spp. son: fijacion de nitrogeno, produccion de AlA, solubilizacion de fosfato,
actividad ACC desaminasa (Chavez et al., 2016), produccion de sideréforos (Wahyudi et al.,
2011), actividad antifungica (Minaxi et al., 2012) e induccion de resistencia sistémica
(Gakegne et al., 2017). En Pseudomonas spp. las caracteristicas son: fijacion de nitrégeno,
produccion de AIA y reduccion de acetileno (Pérez y Sanchez, 2017), solubilizacion de
fosfato (Caiza et al., 2019), actividad ACC desaminasa (Zhang et al., 2020), produccion de
sideroforos (Sah et al., 2017), actividad antifungica e induccién de resistencia sistémica
(Gakegne et al., 2017).

El estrés en un organismo es el conjunto de respuestas bioquimicas o fisioldgicas
diferentes a las observadas bajo condiciones Optimas. El estrés puede ser ambiental,
fisiologico y bioquimico (Basurto et al., 2000). El estrés ambiental es causado por las
condiciones desfavorables, como altas y bajas temperaturas, sequia, inundacion, salinidad,
déficit de nutrientes y por toxicidad de metales pesados. La sequia, salinidad y temperaturas
extremas son los principales tipos de estrés que afectan el crecimiento y productividad de
los cultivos agricolas (Martinez et al., 2011).

El etileno es una hormona vegetal que induce la ruptura de la dormancia, diferenciacion
de raices y tallos, formacidn de raices adventicias, abscision de hojas y frutos, induccion de
florecimiento, senescencia de hojas y flores y madurez de frutos (Saleem et al., 2007). Los
niveles de etileno en las plantas se incrementan como respuesta al estrés provocado por la
temperatura, escasez de agua, salinidad y ataques de patdgenos, entre otros. Altas
concentraciones de etileno inhiben el crecimiento de las plantas, inducen marchitamiento,
abscision, senescencia y clorosis foliar, caida de flores, disminucion del rendimiento y

muerte prematura (De Souza et al., 2017).

El &cido 1-aminociclopropano-carboxilico (ACC), es un intermediario en la biosintesis
de etileno que regula el proceso de crecimiento de las plantas, desarrollo y senescencia. En
las plantas superiores el ACC es sintetizado a partir del S-adenosil-metionina (SAM)
mediante la ACC sintasa. Esta enzima inducida por el estrés ambiental y estimulada por las
auxinas, citoquininas y el propio etileno convierte a SAM en ACC. Este intermediario a su
vez origina etileno, didxido de carbono y cianuro de hidrégeno (HCN) mediante la ACC

oxidasa con hierro como cofactor y ascorbato como cosustrato. EI ACC exudado por las
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raices es utilizado como fuente de nitrégeno para la cual es hidrolizado hasta amonio y a-
cetobutirato por las bacterias con actividad ACC desaminasa, con la consecuente
disminucion del nivel de etileno e inhibicion causada en condiciones de estrés
(Esquivel et al., 2013).

En las plantas de tomate con estrés hidrico se modifica la expresion de los genes
involucrados con la tolerancia a la sequia (Liu et al., 2019). A nivel morfol6gico se observa
elongacion répida de las raices, reduccion de la altura de planta, &rea foliar, biomasa,
desprendimiento de hojas y frutos, enrollamiento de hojas y disminucion del namero de
flores, frutos y rendimiento del cultivo. A nivel fisiologico se produce el ajuste osmotico
por biosintesis de osmolitos (prolina, glicina, betaina y trehalosa), acumulacion de iones K*
y NOs y cierre de estomas regulado por el &cido abscisico (ABA) con reduccion de la tasa
de transpiracion. La respuesta bioquimica de las plantas de tomate incluye la alteracion en
la expresion de las proteinas relacionadas con las enzimas clave en la sintesis de osmolitos,
enzimas antioxidantes y otras proteinas asociadas a la respuesta al estrés hidrico (Florido y
Bao, 2014).

1.3 Definiciones conceptuales

1.3.1 Suelo rizosférico: Suelo adherido a las raices. Es influenciado por los exudados
secretados de las raices como aminoacidos, acidos grasos, nucleotidos, acidos
organicos, fenoles, reguladores de crecimiento, azlcares y vitaminas (Kumawat et
al., 2022; Molina et al., 2015).

1.3.2 Rizobacterias: Bacterias que se encuentran en el suelo rizosférico y cuando
favorecen a las plantas se les denomina rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal (Kaushal y Wani, 2016).

1.3.3 Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal: Microorganismos que mediante
mecanismos directos e indirectos favorecen el crecimiento de las plantas. Los
mecanismos directos son la fijacion de nitrégeno, produccién de reguladores de
crecimiento (AIA, ABA, 4acido giberélico), solubilizacion de nutrientes (fosforo,
potasio) y regulacion del nivel de fitohormonas (actividad de la enzima ACCD). Los
mecanismos indirectos o de control bioldgico son la competencia, antibiosis,

produccidn de enzimas liticas y resistencia sistémica reducida (Gupta et al., 2022).
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Estrés abiotico: Condicion observada en las plantas bajo factores abioticos adversos
como la sequia, salinidad, temperaturas extremas, luz ultravioleta, inundaciones,
contaminantes en el aire, desbalance nutricional y metales pesados. El estrés
abidtico disminuye de manera significativa el crecimiento y rendimiento vegetal
(Murali et al.,2021).

Estrés hidrico: Condicion observada en las plantas bajo deficiencia de agua. El estrés
hidrico reduce la abertura de las estomas, el potencial hidrico en las hojas, disminuye

el crecimiento de la parte aérea y raiz y la productividad (Osakabe et al., 2014).

Desarrollo y crecimiento vegetal: El desarrollo es el resultado de la combinacion de
la division celular que produce nuevos células, el crecimiento que incrementa el
tamafio de las células y 6rganos y la diferenciacion o cambios que llevan a la
especializacion de la estructura y funcién de la célula (Pimienta et al.,2006). El
crecimiento y el desarrollo ocurre en forma simultanea. El crecimiento es una
combinacién de procesos bioldgicos y bioquimicos que incrementan el volumen y

masa por una expansion de las células, tejidos y 6rganos (Ortufio et al.,2015)

1.4 Operacionalizacion de Variables

Variables

Definicién de variables

Dimensién

Indicadores

Instrumentos

Crecimiento: Incremento
del tamafio (volumen y

Altura de planta

cm

Cinta métrica

Dependiente: masa) de las células, Peso de biomasa | ¢ Balanza de
Crecimiento de | tejidos y érganos (Ortufio | aérea precision
etal.,2015 .
tomate ) Peso de biomasa | g Balanza de
de raices precision
Independientes: | Estrés hidrico: Condicion | Actividad ACC | Densidad Espectrofotometro
A: Condicién de | observada en las plantas . Optica
) ) N desaminasa
estrés bajo deficiencia de agua
(siny con estrés | (Osaka et al., 2014) Produccion de ppm Espectrofotometro
hidrico) Rizobacterias: Bacterias AIA
B: Rizobacterias | que habitan el suelo
(sin rizobacterias, | rizosferico 'y  cuando | Solubilizacion ppm Espectrofotometro

Bacillus sp.1,
Bacillus sp.2 vy
Pseudomonas
sp.1 y
Pseudomonas

sp.2)

favorecen a las plantas se
les denomina
rizobacterias promotoras
de crecimiento vegetal
(Kaushal y Wani; 2016)

de fosfatos
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1.5 Hipdtesis

La hipotesis planteada fue: Bacillus spp. y Pseudomonas spp. aisladas de la rizésfera
de E. pachanoi presentan actividad ACC desaminasa, producen &cido indol acético,
solubilizan fosfato y promueven el crecimiento de S. lycopersicum L. “tomate” con Yy Sin

estrés hidrico.
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CAPITULO Il. Métodos y materiales

2.1 Tipo de Investigacion

Investigacion descriptiva (primera fase) y explicativa (segunda fase).

2.2 Método de Investigacion

Investigacion aplicada con método deductivo y enfoque cuantitativo (Hernandez et al.,
2014 a).

2.3 Disefio de Contrastacion

En la fase explicativa de la investigacién la hipdtesis se contrastd con el disefio
experimental completamente aleatorio (DCA), con arreglo factorial 2x5 (Hernandez et al.,
2014 a). El factor A correspondid a la condicion de estrés: sin estrés (Al) y con estrés hidrico
(A2) y el factor B correspondié a las rizobacterias: sin rizobacterias (B1), Bacillus sp.1 (B2),
Bacillus sp.2 (B3), Pseudomonas sp.1 (B4) y Pseudomonas sp.2 (B5)

2.4 Poblacion, Muestra y Muestreo

En la investigacion descriptiva la poblacion estuvo constituida por el suelo rizosférico
de plantas de E. pachanoi desarrolladas en el distrito de Oyotun, regién Lambayeque y se
investigaron 54 muestras no probabilisticas de suelo rizosférico colectadas en agosto de
2019. El numero de muestras fue calculado (Alvitres, 2000) considerando una prevalencia
de 90 %, determinada por la investigadora en un muestreo piloto (Anexo A). En la
investigacion explicativa la poblacién y muestra de estudio correspondi6 a 60 plantas de
tomate distribuidas en diez tratamientos, tres repeticiones y dos plantas por repeticion
(Figura 1).

Las muestras de suelo rizosférico adheridos a las raices de E. pachanoi se colectaron
en el distrito de Oyotun (Figura 2), ubicado a 6°50°52.5” latitud Sur y 79°18°3.4” longitud
oeste. Limita por el norte con el distrito de Chongoyape, por el sur con el distrito de Nueva
Arica, por el este con el departamento de Cajamarca y por el oeste con los distritos de

Cayalti y Zafia.
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Figura 1

Disefio completamente aleatorio con arreglo factorial para determinar el efecto de Bacillus
spp. y Pseudomonas spp. en el crecimiento de Solanum lycopersicum L. “tomate”, bajo

diferentes condiciones de estrés y aplicacion de bacterias rizoféricas.
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En plantas de E. pachanoi con 1 - 2,50 m de altura y un diametro de 26 - 32 cm en el
tallo, se colectaron las muestras de raices con el suelo rizosférico adherido, para lo cual a
0,2 m de la base del tallo de las plantas (Figura 2), con un pico se fragment6 la capa
superficial del suelo y con una palana se retir6 el suelo hasta una profundidad de
0,15-0,20 m para alcanzar las raices (Figuras 3, 4). Las raices junto con el suelo rizosférico
adherido (0,1 kg), se depositaron en bolsas de polietileno debidamente identificadas y se
transportaron en una caja térmica (10+ 1 °C) hacia el laboratorio de Investigacion
Biotecnologia Microbiana de la Facultad de Ciencias Biologicas en la Universidad

Nacional Pedro Ruiz Gallo en Lambayeque.

En simultaneo al muestreo de raices con suelo rizosférico de E. pachanoi para el
aislamiento de las bacterias, se colectaron 2 kg de suelo radicular para realizar el analisis
quimico en el Laboratorio Agricola Andlisis de Suelo y Agua, CYSAG. Segun los
resultados (Tabla 1), el suelo es franco arenoso, con pH neutro (pH 7,31), bajo en sales (CE
1,51 dSm™), ausencia de CaCOs (0), nivel medio de materia organica (3,64 %) y niveles

altos de fosforo disponible (55 mg kg™) y potasio (299 mg kg™2).

Figura 2

Ubicacion del lugar de muestreo en el distrito de Oyotan, region Lambayeque, 2019.
https://earth.google.com/web/@6.89793455,79.20921503,1390.08830587a,4867
4.45685554d,35y,138.89299831h,0t,0r
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Figura 3

Plantas de Echinopsis pachanoi “San Pedro hembra” en el distrito de Oyotun, region

Lambayeque, 2019.

Figura 4
Raices con suelo rizosférico de Echinopsis pachanoi “San Pedro hembra” en el distrito de

Oyotun, region Lambayeque 2019.
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Tabla 1l
Andlisis fisico-quimico de suelo radicular de Echinopsis pachanoi “San Pedro hembra”
en el distrito de Oyotun, region Lambayeque, 2019

Clase textural H CE MO P K CaCo®
wpeiedural PR @smt) (%) (mgkg)  (mgkgh) (o)
Franco arenosa 7,31 1,51 3,64 55 299 0

Métodos empleados

Textura: Método de hidrometro

pH: Medido en la suspension suelo: agua (1:1) con el potenciémetro
CEe: Medida en el extracto de saturacion (Conductimetro)

Materia organica: Método de Walkey & Black

Fosforo: Método de Olsen modificado

Potasio: Extraccion con acetato de amonio

Calcareo total: Método gaso - volumétrico
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2.5 Técnicas, instrumentos, equipos y materiales de recoleccion de datos

2.5.1 Aislamiento e identificacion fenotipica de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. en la

rizosfera de E. pachanoi Lambayeque, 2019

Para el aislamiento de los microorganismos, las muestras de raices y suelo rizosférico
se deshidrataron bajo sombra durante 72 horas y luego las raices se golpearon suavemente
contra la mano para desprender el suelo rizosférico, el cual se colectd en un papel Kraft
(Vardharajulaetal., 2011). Se pes6 1g del suelo rizosférico, se deposité en 9 mL de solucion

salina esterilizada (NaCl 0,85, p/v) y se agit6 manualmente durante 10 minutos.

Para el aislamiento de Bacillus spp. se tom6 1 mL de la suspension del suelo, se llevé a
tratamiento térmico, a 80 °C, durante 10 minutos y se enfrid rapidamente con agua de cafio
(Ngangom et al., 2019). Una alicuota de la suspension de suelo tratada, se sembré mediante
la técnica de agotamiento y estria sobre la superficie de agar nutritivo (Anexo B) y se incubd
en aerobiosis, a 30 °C, durante 48 horas. Con las colonias de las bacterias desarrolladas se
realizaron tinciones de Gram y se seleccionaron los bacilos Gram positivos con esporas no
deformantes. La identificacion fenotipica del género Bacillus se realizé mediante las pruebas
de catalasa, oxidasa, motilidad, hidrolisis del almidon y gelatina y crecimiento en
anaerobiosis (Xu et al., 2013).

Para el aislamiento de Pseudomonas spp. se tomaron alicuotas de cada suspension de
suelo, se sembraron mediante la técnica de agotamiento y estria en agar nutritivo (Anexo B),
se incubaron a 30 °C, durante 48 horas y se seleccionaron las colonias constituidas por
bacilos Gram negativos (Guerra et al., 2011). La identificacion fenotipica del género
Pseudomonas, se realiz6 mediante las pruebas de catalasa, oxidasa, fermentacion de
carbohidratos en agar hierro- triple aztcar (TSI), descarboxilacion de la lisina en agar lisina
hierro (L1A), utilizacion de citrato de sodio fuente de carbono y energia, produccion de indol

e hidrolisis de la gelatina (Noreen et al., 2012).
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2.5.2 Seleccion de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. con base de las caracteristicas que

evidencian in vitro promocién de crecimiento vegetal, Lambayeque 2019

Las bacterias de los géneros Bacillus y Pseudomonas rizosféricas de E. pachanoi se
seleccionaron con base a las caracteristicas que evidencian in vitro promocion de
crecimiento vegetal: actividad de la enzima ACCD, produccion de &cido indol acético y
solubilizacion de fosfatos. Las bacterias se sembraron por duplicado en caldo minimo
Dworkin y Foster (DF) con ACC (3 mmol) y sulfato de amonio (2 gL™*) como fuentes de
nitrégeno (Anexo B), se incubaron a 30°C por 48 horas y se determind la densidad Optica en
el espectrofotémetro (Modelo Tenso Med NV-203) a 405 nm. Las bacterias con actividad
ACCD fueron aquellas que crecieron en ambos caldos y la densidad éptica del caldo con

ACC fue similar o mayor al caldo de sulfato de amonio (Azadikhah et al., 2019).

La produccion de cido indol (AlA) se investigd mediante el metodo colorimétrico de
Salkowski. Las bacterias se cultivaron en caldo nutritivo con triptéfano (Anexo B), a 30 °C
por 72 horas. Los caldos se centrifugaron (3000 rpm por 5 minutos), 1 mL del sobrenadante
se mezclo con 4 mL de reactivo de Salkowski, se dejo en reposo por 30 minutos y la

absorbancia se determiné en el espectrofotometro (Modelo Tenso Med NV-203) a 530 nm.

Y-0,0089
0,0045

La concentracion del AlA se calculd con la ecuacion X = obtenida previamente

con diluciones sucesivas de una solucion de 100 ppm de AIA (Garcia et al., 2010).

La solubilizacion de fosfato se investigé mediante el método colorimétrico del molibdato.
Las bacterias se cultivaron en caldo National Botanical Research Institute’s phosphate
NBRIP (Anexo B), a 30 °C, por 72 horas. Los caldos se centrifugaron (3000 rpm por
5 minutos), 5mL del sobrenadante se mezclaron con 1 mL del reactivo indicador, se
completo a 6,25 mL con agua destilada, se dejo en reposo por 20 minutos y la absorbancia

se determin6 en el espectrofotometro (Modelo Tenso Med NV-203) a 630 nm. La

Y-0,705

0,069 obtenida

concentracion del fésforo soluble se calculé con la ecuacién X =

previamente con diluciones sucesivas de una solucién de 20 ppm de fésforo (Escobar et al.,
2011). Los dos cultivos de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. con actividad ACCD y con los
mayores valores en la concentracion de AlA y fosforo soluble se seleccionaron para la fase

experimental de la investigacion.
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2.5.3 Efecto comparativo de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. en el crecimiento de

S. lycopersicum con y sin estres hidrico

En el ensayo se determiné el efecto de dos cultivos de Bacillus spp. y dos cultivos de
Pseudomonas spp. en el crecimiento de tomate, bajo un disefio completamente aleatorio con
arreglo factorial 2 x 5. EIl factor A correspondio a la condicion de estrés: sin estrés (Al) y
con estrés hidrico (A2) y el factor B a las rizobacterias: sin bacterias (B1), Bacillus sp. 1
(B2), Bacillus sp. 2 (B3), Pseudomonas sp. 1 (B4) y Pseudomonas sp. 2 (B5). Los
tratamientos fueron diez, con tres repeticiones, 30 unidades experimentales y dos plantas en
cada una (Tabla 2).

En el caserio La Tiza del sector de riego Bodegones en el distrito de San José, region
Lambayeque, se recolectaron 140 kg de suelo, se esterilizaron en el autoclave a 121°C por
3 horas, durante 3 dias consecutivos (Chandra et al., 2018) y se acondicionaron en macetas
de arcilla de 5 kg de capacidad a razén de 4,5 kg por cada maceta. En la base de cada maceta
internamente se depositaron 0,5 kg de grava, para facilitar el drenaje. El analisis fisico-
quimico del suelo se realizo en el laboratorio de Suelos del Instituto Nacional de Innovacion
Agraria, INIA. Segun el anélisis el suelo fue normal con una textura franco arenosa,
ligeramente alcalino (pH 7,24), no salino (CE. 2,66 dSm™), con un contenido medio de
materia organica y fésforo disponible y contenido alto de potasio y carbonato de calcio
(Tabla 3).

El cultivo de tomate cultivar Rio Grande y la inoculacion de cuatro rizobacterias con
actividad ACC desaminasa, productoras de AlA y solubilizadoras de fosfato se realizé en el
invernadero de la Facultad de Ciencias Biologicas en Lambayeque. El ensayo fue conducido
entre el 1 de octubre al 29 de noviembre de 2019 con temperaturas maximas de 20 — 25 °C,
minimas de 15 — 18 °C y medias de 18 — 22 °C, valores obtenidos por la Estacion
Meteorolégica de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, ubicado en el fundo “El

Cienago” de Lambayeque (Anexo C).
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Tratamientos para determinar el efecto de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. en el

crecimiento S. lycopersicum L. con y sin estrés hidrico

Tratamientos Clave

Condicion de estrés Rizobacterias

T1 AlB1 Sin estrés hidrico Sin rizobacterias
T2 AlB2 Sin estrés hidrico Bacillus sp. 1

T3 AlB3 Sin estrés hidrico Bacillus sp. 2

T4 AlB4 Sin estrés hidrico Pseudomonas sp. 1
T5 A1B5 Sin estrés hidrico Pseudomonas sp. 2
T6 A2B1 Con estrés hidrico Sin rizobacterias
T7 A2B2 Con estrés hidrico Bacillus sp. 1

T8 A2B3 Con estrés hidrico Bacillus sp. 2

T9 A2B4 Con estrés hidrico Pseudomonas sp. 1
T10 A2B5 Con estrés hidrico Pseudomonas sp. 2

Tabla 3

Analisis fisico — quimico de suelo experimental del distrito de San José, Lambayeque, 2019

cl | H CE MO P K CaCo®
asetextural PR @sm?) (%) (mgkg?) (mokkg) (o)
Fr Ar 7,40 2,66 2,0 14,00 380 2,63

Métodos empleados

Textura: Método de hidrémetro

pH: Medido en la suspension suelo: agua (1:1) con el potenciémetro

CEe: Medida en el extracto de saturacion (Conductimetro)

Materia organica: Método de Walkey & Black

Fosforo: Método de Olsen modificado

Potasio: Extraccion con acetato de amonio

Calcareo total: Método gaso - volumétrico
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El indculo se obtuvo con las bacterias cultivadas en 5 mL de caldo minimo DF, a
30 °C por 18 horas. Los caldos se centrifugaron (3000 rpm por 5 minutos), el sedimento
celular se lavo en una solucion 0,03M MgSQa, se centrifugd, se resuspendio en la misma
solucion y la concentracion se estandarizo6 a una densidad Optica de 1 en el espectrofotometro
de luz visible (Modelo Tenso Med NV-203) a 600nm (Khan et al., 2018).

Las semillas de tomate (18) se depositaron en cinco bolsas de polietileno transparentes
(2,5x 8,0 cm). Las semillas de cuatro bolsas se mezclaron con 0,5 mL del in6culo bacteriano
correspondiente y las semillas de la tltima bolsa con 0,5 mL de agua destilada. Transcurridas
3 horas (Khan et al., 2018), las semillas se sembraron en el suelo experimental, a razén de

tres semillas por maceta (1 cm de distanciamiento entre semillas y 2 cm profundidad).

Después de 10 dias después de la siembra (dds) se elimind la plantula menos vigorosa
y quedaron dos por maceta. Las plantas se regaron con 0,5 L de agua cada 4 dias en los
tratamientos sin estrés y cada 10 dias en los tratamientos con estrés, correspondiente a un
periodo de sequia de 6 dias (Vurukonka et al., 2016). EI nimero de dias establecido para la
sequia se determind previamente y fue el tiempo requerido para alcanzar: 58,9 % en la
capacidad de campo (CC) del suelo con estrés (riego cada 10 dias) y 90,83 % en la CC del

suelo con riego normal cada 4 dias (Anexo D).

A los 30, 40, 50 y 60 dias después de la siembra, se midio la altura de las plantas, desde
la base del tallo hasta el brote terminal (Figuras 5, 6). A los 60 dias se extrajeron las plantas
y se determiné el peso de la biomasa aérea y radicular. Con estos valores se calcularon

(Garcia et al., 2010) los indices de efectividad de la inoculacion (IEI) en porcentaje:

Tratamiento con inoculaciéon — Control sin inoculacion
IEI (%) = — — %100
Control sin inoculacion
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Figura 5
Plantas de Solanum lycopersicum L. desarrolladas en condiciones de invernadero,
Lambayeque 2019

Figura 6

Medicion de altura de planta de Solanum lycopersicum L., Lambayeque 2019
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2.6 Procesamiento y analisis de datos

Los valores de la altura y peso de la biomasa aérea y radicular de las plantas de tomate,
registrados a los 60 dias después de la siembra fueron ordenados en tablas para las pruebas
de normalidad (Shapiro - Wilk) y homogeneidad de varianzas (Bartlett). Al cumplirse la
normalidad y homocedasticidad, se realizd el andlisis de varianza para determinar las
diferencias entre los tratamientos y la prueba de comparaciones multiples de Tukey para
establecer la significancia entre ellos: p=0,05 (Hernandez et al., 2014 a). Se utilizaron los

programas Microsoft Office Word y Excel 2016.
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CAPITULO III. Resultados

3.1 Bacillus spp. y Pseudomonas ssp. identificadas en la rizésfera de E. pachanoi “San
Pedro hembra”, Lambayeque 2019

En las muestras de suelo rizosférico de E. pachanoi “San Pedro hembra” se aislaron
239 bacterias, entre las que 53,13 % correspondié a bacilos Gram positivos y 46,87 % a
bacterias Gram negativas (Anexo E). Los bacilos Gram positivos con esporas no
deformantes, positivos en las pruebas de catalasa, oxidasa y motilidad e hidrélisis del
almiddn y gelatina y sin crecimiento en anaerobiosis se identificaron en el género Bacillus.
Los bacilos Gram negativos, positivos en las pruebas de catalasa y oxidasa, no fermentadores
de carbohidratos en agar TSI, descarboxilantes de la lisina en agar LIA, positivos en las
pruebas de indol y utilizacion de citrato como fuente de carbono y energia y negativos en la
prueba de hidrolisis de gelatina, se identificaron en el género Pseudomonas. De esta forma
en la rizésfera de E. pachanoi se obtuvieron 127 cultivos puros de Bacillus spp y 84 de

Pseudomonas spp.

3.2 Bacillus spp. y Pseudomonas spp. seleccionadas con base a las caracteristicas que
evidencian in vitro promocion de crecimiento vegetal, Lambayeque 2019

El 7,87 % de Bacillus spp. y el 19 % de Pseudomonas spp. demostraron tener actividad
ACC desaminasa porque desarrollaron en medio minimo Dworkin & Foster con ACC como
fuente de nitrégeno durante 72 horas. La densidad optica por el crecimiento bacteriano en
este medio fue mayor a la observada en el testigo con sulfato de amonio (Tabla 4) y se
seleccionaron los cinco cultivos de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. que alcanzaron los

mayores valores en la densidad éptica (Tabla 5).

Los cultivos de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. seleccionados produjeron acido
indol acetico (AlA) y solubilizaron fosfato tricalcico y se cuantificaron 34,91 - 65,80 ppm
de AlA y 13,03 - 25,06 ppm de fdsforo soluble. Los cultivos de Bacillus sp.89, Bacillus
sp.34, Pseudomonas sp.13 y Pseudomonas sp.81 que alcanzaron los mayores valores en la
concentracion de AlA y fésforo soluble se seleccionaron para la fase experimental de la

investigacion (Tabla 5).



Tabla 4
Densidad oOptica (600 nm) de medio minimo Dworkin y Foster con ACC y sulfato de

amonio como fuentes de nitrégeno cultivado con Bacillus spp. y Pseudomonas spp.,

Lambayeque 2019

ACC Sulfato de amonio

Bacterias Densidad Densidad Densidad Densidad

corregida corregida

Control 0,450 - 0,696 -

Bacillus sp. 83 2,324 1,870 1,600 0,904
Bacillus sp. 34 2,073 1,620 2,090 1,394
Bacillus sp. 89 1,090 0,640 1,095 0,399
Bacillus sp. 62 1,098 0,640 1,200 0,504
Bacillus sp. 120 1,084 0,630 1,102 0,406
Bacillus sp. 23 1,020 0,570 0,994 0,298
Bacillus sp. 21 0,990 0,540 1,200 0,504
Bacillus sp. 84 0,980 0,530 0,984 0,288
Bacillus sp. 80 0,930 0,480 1,120 0,424
Bacillus sp. 27 0,880 0,430 1,070 0,374
Pseudomonas sp. 27 3,080 2,630 3,245 2,549
Pseudomonas sp. 61 2,985 2,535 2,900 2,204
Pseudomonas sp. 81 2,801 2,551 2,850 2,154
Pseudomonas sp. 13 2,640 1,944 2,198 1,748
Pseudomonas sp. 35 2,580 1,884 2,090 1,640
Pseudomonas sp. 58 2,280 1,830 2,300 1,604
Pseudomonas sp. 53 2,520 1,824 2,118 1,668
Pseudomonas sp. 24 1,198 0,748 0,975 0,279
Pseudomonas sp. 65 2,198 1,748 2,200 1,504
Pseudomonas sp. 46 2,430 1,734 2,014 1,564
Pseudomonas sp. 21 2,108 1,658 1,990 1,294
Pseudomonas sp. 40 2,089 1,639 1,334 0,638
Pseudomonas sp. 56 1,089 0,639 1,200 0,504
Pseudomonas sp. 70 2,025 1,575 2,090 1,394
Pseudomonas sp. 67 2,018 1,568 2,108 1,412

Pseudomonas sp.97 2,018 1,568 2,180 1,484
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Figura 7
Coloracion observada en la cuantificacion de acido indol acético (a) y fosforo soluble (b),
Lambayeque 2019

Tabla 5
Densidad o6ptica, acido indol acético y fdsforo solubilizados por Bacillus spp. y

Pseudomonas spp. seleccionadas, Lambayeque 2019

Densidad éptica

Bacterias rizosféricas ACC (':‘plﬁ) Fosf(z;)%rsno)luble
(600 nm)
Bacillus sp. 83 1,870 64,68 13,03
Bacillus sp. 34* 1,620 59,80 25,06
Bacillus sp. 89* 0,640 62,46 19,27
Bacillus sp. 62 0,640 62,24 19,70
Bacillus sp. 120 0,630 65,80 21,30
Pseudomonas sp. 27 2,630 62,24 22,16
Pseudomonas sp. 61 2,535 34,91 13,70
Pseudomonas sp. 81* 2,551 38,02 22,60
Pseudomonas sp. 13* 1,944 42,02 21,30
Pseudomonas sp. 35 1,884 53,57 24,20

*Bacterias seleccionadas
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3.3 Efecto comparativo de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. en el cultivo de
S. lycopersicum con y sin estrés hidrico

El estrés hidrico disminuyd la altura (1,73 — 51,87 %) y el peso de la biomasa fresca
aérea (16,17 — 24,39 %) y radicular (13,04 — 21,62 %) de las plantas de tomate, en
comparacién con los tratamientos sin estrés (Tabla 6).

Las rizobacterias incrementaron los parametros de crecimiento y se alcanzaron
indices de efectividad de 18,58 — 70,49 % (altura); 41,33 - 67,69 % (biomasa aérea) y 9,67
— 46,36 % (biomasa radicular) en las plantas bajo estrés hidrico y 1,28 - 45,90 % (altura);
15,61 - 46,3 % (biomasa aérea) y 3,24 - 36,76 % (biomasa radicular) en las plantas de

tomate sin estrés hidrico (Figuras 8 a 12, tablas 7,8).

El andlisis de varianza de la altura de las plantas de tomate en el factorial 2 x 5
demostro alta significancia para el factor A (condicién de estrés), factor B (rizobacterias)
y la interaccion A x B (Anexo F). La prueba t demostrd que la mayor altura se alcanzé en
las plantas sin estrés hidrico y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey la
mayor altura correspondio a las plantas inoculadas con Bacillus sp. 89, con diferencias
significativas frente a los demés tratamientos. En cuanto a la interaccion A x B la mayor
altura se alcanzé en las plantas sin estrés hidrico, inoculadas con Bacillus spp. 34y 89, con

diferencias estadisticas frente a los demas tratamientos (Tabla 7).

El andlisis de varianza de la biomasa aérea de las plantas de tomate en el factorial
2 x 5 demostré alta significancia para el factor A (condicion de estrés), factor B
(rizobacterias) y la interaccién A x B (Anexo G). La prueba t demostrd que la mayor
biomasa aérea se alcanz6 en las plantas sin estrés hidrico y segin la prueba de
comparaciones multiples de Tukey la mayor biomasa aérea correspondio a las plantas
inoculadas con Bacillus sp. 89, con diferencias significativas frente a los demas
tratamientos. Respecto a la interaccion A x B la mayor biomasa aérea se alcanzd en las
plantas sin estrés hidrico inoculadas con Bacillus sp. 89, con diferencias estadisticas frente

a frente a los demaés tratamientos (Tabla 7).
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Tabla 6
Valores de la altura y biomasa aérea y radicular de Solanum lycopersicum L. sin 'y con

estrés hidrico

Parametros Sin estrés hidrico Con estrés hidrico Rango de
disminucion
(%)
Altura (cm)
30 dias 16,82 — 18,45 12,82 - 18,13 23,78 -1,73
40 dias 27,34 — 39,89 17,34 - 29,92 36,57 - 24,99
50 dias 42,41 - 50,90 20,41 - 32,96 51,87 — 35,24
60 dias 60,87 — 80,22 30,87 — 48,23 49,28 — 39,87
Biomasa aérea (g) 410 - 600 310 -503 24,39 - 16,17
Biomasa radicular (g) 185 — 253 145 — 220 21,62 —-13,04
Figura 8

Plantas de Solanum lycopersicum L., sin (a) y con estrés hidrico (b), 30 dias después de la

inoculacion de Bacillus spp.
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Figura 9

Plantas de Solanum lycopersicum L. sin (a) y con estrés hidrico (b), 40 dias después de la

inoculacion de Bacillus spp.

Bacillus sp. 34

Figura 10

Plantas de Solanum lycopersicum L., sin (a) y con estrés hidrico (b), 60 dias después de la

inoculacion de Pseudomonas spp.

|
Pseudomonas sp. 81
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Figura 11
Biomasa radicular de Solanum lycopersicum L., sin estrés hidrico 60 dias después de la
inoculacion de Bacillus sp. 89.

Bacillus sp. 89

Figura 12
Biomasa radicular de Solanum lycopersicum L., con estrés hidrico, 60 dias después de la

inoculacion de Pseudomonas sp. 81.
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Parametros de crecimiento de plantas de S. lycopersicum por efecto de Bacillus spp. y Pseudomonas ssp. con y sin estrés hidrico

Altura (cm)* Biomasa (g)*
Tratamientos
30 dias 40 dias 50dias  60dias  Sign Aérea  Sign Radicular  Sign
T1  Sin estrés - Sin rizobacterias 16,82 27,34 42,41 60,87 c 410,00 g 185,00 d
T2  Sinestrés - Bacillus sp. 34 18,45 39,89 50,90 80,22 a 523,00 bc 241,00 b
T3  Sinestrés - Bacillus sp. 89 18,13 33,54 50,29 78,23 a 600,00 a 253,00 a
T4  Sin estrés - Pseudomonas sp. 13 17,45 28,76 42,96 61,69 c 542,00 b 191,00 d
T5  Sin estrés - Pseudomonas sp. 81 17.57 29,92 50,63 74,93 b 474,00 d 245,00 ab
T6  Estrés hidrico - Sin rizobacterias 12,16 17,01 20,00 30,02 f 300,00 h 151,00 e
T7  Estrés hidrico - Bacillus sp. 34 15,00 29,00 30,02 40,11 e 463,00 de 221,00 c
T8  Estrés hidrico - Bacillus sp. 89 16,00 23,11 30,00 48,00 d 503,00 c 213,00 c
T9  Estrés hidrico - Pseudomonas sp. 13 15.13 23,00 32,17 41,42 e 442,00 ef 165,00 e
T10 Estrés hidrico -Pseudomonas sp. 81 15,09 20,17 30,01 49,00 d 424,00 fg 220,00 C

* Promedio de tres repeticiones
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Tabla 8

indices de efectividad de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. en los parametros de crecimiento de plantas de S. lycopersicum con y sin estrés hidrico

_ Altura (%) Biomasa (%)
Tratamientos
30dias  40dias 50 dias 60 dias Aérea Radicular
T2  Sinestrés - Bacillus sp. 34 9,96 45,90 20,02 31,79 27,56 30,27
T3 Sin estrés - Bacillus sp. 89 7,79 22,68 18,58 28,52 46,34 36,76
T4  Sin estrés - Pseudomonas sp. 13 3,75 5,19 1,28 1,35 32,20 3,24
T5  Sin estrés - Pseudomonas sp. 81 4,46 9,44 19,38 23,10 15,61 32,43
T7  Estrés hidrico - Bacillus sp. 34 23,36 70,49 50,1 33,61 54,33 46,36
T8  Estrés hidrico - Bacillus sp. 89 31,58 35,86 50,0 59,89 67,69 41,06
T9  Estrés hidrico - Pseudomonas sp. 13 24,42 35,21 60,85 37,97 47,33 9,27

T10  Estrés hidrico -Pseudomonas sp. 81 24,10 18,58 50,05 63,22 41,33 45,70
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El analisis de varianza de la biomasa radicular de las plantas de tomate en el factorial
2 x 5 demostr6 alta significancia para el factor A (condicion de estrés), factor B
(rizobacterias) y la interaccion A x B (Anexo H). La prueba t demostré que la mayor biomasa
radicular se alcanzd en las plantas sin estrés hidrico y segun la prueba de comparaciones
multiples de Tukey la mayor biomasa radicular correspondid a las plantas inoculadas con
Bacillus sp. 89 y Pseudomonas sp. 81, con diferencias significativas frente a de los demés
tratamientos. En cuanto a la interaccion A x B la mayor biomasa radicular se alcanzé en las
plantas sin estrés hidrico, inoculadas con Bacillus sp. 89 y Pseudomonas sp. 81, con

diferencias estadisticas frente a los demas tratamientos (Tabla 7).
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CAPITULO IV. Discusion

Las cactaceas pueden desarrollar en ambientes hostiles gracias a sus mecanismos
inherentes de adaptacion (Hernandez et al., 2014 a), pero también desempefian un rol
importante las bacterias rizosféricas que favorecen el desarrollo de las plantas, por lo que
son denominadas promotoras de crecimiento en plantas o PGPR (Kavamura et al., 2018;
Chéavez et al., 2016; Fonseca et al., 2014). Al respecto, Astorga et al. (2021) estudiaron
rizobacterias en plantas nativas de Cistanthe longiscapa en el desierto de Atacama y
concluyeron que las plantas prevalentes en ambientes desfavorables constituyen una fuente
de PGPR con uso potencial para cultivos agricolas bajo limitacion de agua. En este
contexto, se investigaron bacterias de los géneros Bacillus y Pseudomonas en la rizésfera

de E. pachanoi “San Pedro hembra”.

Las PGPR disminuyen el estrés en las plantas causado por las condiciones
desfavorables (Kour y Yadav, 2022), por lo que el aislamiento de estas bacterias en los
ambientes hostiles favorece la seleccion de microorganismos promotores de crecimiento
eficientes (Vurukonda et al., 2016). De esta manera, especies de Bacillus fueron aisladas
en las cactaceas Opuntia ficus —indica (Costa y Melo, 2012), M. magnimamma y C. radians
(Chévez et al., 2016), Myrtillocactus geometrizans y O. robusta (Fonseca et al., 2014). A
su vez, especies de Pseudomonas se identificaron en la cactacea Neoboxbaumia

macrocephala (Bustillos et al., 2017).

Las bacterias de E. pachanoi presentaron actividad ACC desaminasa, produjeron
indoles y solubilizaron fosfato, caracteristicas que evidencian in vitro promocion de
crecimiento en las plantas, bajo condiciones de sequia, como lo demostraron previamente
Astorga et al. (2021) y Haque et al. (2020) en Bacillus spp. y Danish et al. (2020) y Chandra
et al. (2018) en Pseudomonas spp. En condiciones de estrés abidtico como la sequia, las
plantas incrementan el nivel de etileno (estrés por etileno) y como consecuencia se inhibe
la elongacion de las raices, aumenta la senescencia y abscision foliar y se destruye la
clorofila (Singh et al., 2015). Las bacterias con actividad de la enzima ACC desaminassa
hidrolizan el ACC o precursor del etileno hasta amoniaco y alfa-cetobutirato y de esta

manera disminuyen el estrés por etileno (Kour y Yadav, 2022; Gamalero y Glick, 2015).
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Saleem et al. (2018), en plantas de Mucuna pruriens (L.) DC. “frijol terciopelo” bajo
estrés hidrico severo determinaron que la concentracion del ACC se incremento en las hojas
(0,18 nmolg™) y raices (0,19 nmolg™), asi como también el etileno (2,7 y 0,38 nl gt h™
respectivamente). Por el contrario, la inoculacion de Bacillus sp. con actividad ACCD
disminuyé el ACC en 41 % (hojas) y 46 % (raices) y el etileno en 45 % (hojas) y 72 %
(raices). Respecto a la actividad ACCD en Pseudomonas spp., Zhang et al. (2020)
inocularon Pseudomonas lini DT6 y su mutante P. lini DT6s (sin ACCD) en las raices de
plantulas de Ziziphus jujuba. Transcurridos 20 dias los investigadores determinaron
disminucion del etileno en las hojas de las plantas inoculadas con P. lini DT6; no obstante,
con el mutante con ACCD los valores (nmol g*FWh™) de etileno (0,1210 en sequia
moderada y 0,1501 en sequia severa) fueron estadisticamente iguales a los del testigo no

inoculado (0,1232 y 0,1521 respectivamente).

El cambio de la morfologia de la raiz es uno de los principales mecanismos de
adaptacion al estrés (Saghafi et al., 2019). Las auxinas como el &cido indol acético (AlA)
producido por las bacterias promueven directamente el crecimiento radicular al estimular la
elongacion o la division de las células e indirectamente al influenciar la actividad ACC
desaminasa (Glick, 2013). El incremento radicular favorece la absorcion de agua y
nutrientes (Vurukonda et al., 2016). EI AIA induce la actividad de la ACC sintasa para
producir ACC, precursor del etileno, el cual a su vez es hidrolizado por las bacterias con
actividad ACC desaminasa (Kour y Yadav, 2022). En cuanto al mecanismo de
solubilizacion de fosfatos, favorece la disponibilidad del fosforo a las plantas (Saghafi
et al., 2019), nutriente que al igual que el potasio, cobre y hierro disminuyen en los suelos

con sequia (Papadopoulu et al., 2022)

En la presente investigacion el estrés por sequia (58,9 %), equivalente a 60 % de la
capacidad de campo (CC) del suelo y calificado como moderado en plantas de Ziziphus
jujuba por Zhang et al. (2020), disminuy0 la altura y el peso de la biomasa aérea y radicular
de las plantas de tomate, efecto negativo reportado previamente por Astorga et al. (2021),
Haque et al. (2020) y Gowtham et al. (2020). La reduccion en el crecimiento de las plantas
es consecuencia del estrés hidrico porque la elongacion celular es el primer proceso
afectado, asi como también la fotosintesis y la actividad antioxidante (Ngumbi y Kloepper,

2016). En condiciones de estrés hidrico la fotosintesis, concentracion intercelular de
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diéxido de carbono, tasa de transpiracion, conductancia estomatica y nivel de nutrientes
(fosforo, potasio) son reducidos en forma significativa en las plantas de tomate. Por el
contrario, se incrementa la actividad antioxidante y se acumulan las especies reactivas de
oxigeno (ROS), que generan el estrés oxidativo con efecto negativo en el crecimiento
vegetal (Papadopoulu et al., 2022). En las plantas de tomate se reduce la altura, area foliar,
numero de flores y frutos y el rendimiento del cultivo. Asimismo, las hojas se enrollan y
desprenden y se observa una baja conductancia osmética al vapor de agua (Florido y Bao,
2014).

La disminucidn de la biomasa aérea por efecto del estrés hidrico coincide con Abdel et
al. (2018), investigadores que ademés observaron una ligera disminucion en la altura de las
plantas cuando el intervalo de sequia aumento de 3 a 5 dias. Asimismo, Ahmed et al. (2017),
cuantificaron 8,52 g en la biomasa de plantas de tomate regadas cada 4 dias y 5,56 g en
plantas con intervalo de riego de 7 dias. Por su parte, Liu et al. (2019), determinaron que la
humedad del suelo afectd de forma significativa el rendimiento de tomate. EI menor peso
de frutos correspondié a W1 (60 — 70 % de la capacidad de campo, CC), que a su vez fue
15,69 % menor que W2 (70 — 80 % CC) y 23,23 % menor que W3 (80 — 90 %CC). La
menor disminucion de la biomasa radicular, en comparacion con la biomasa foliar se
atribuye a que la disponibilidad de agua afecta la relacion entre el crecimiento de la parte
aérea y laraiz. En las plantas con estrés hidrico, la parte aérea deja de crecer, mientras que
la raiz continta creciendo en la busqueda de agua en lugares méas profundos del suelo (Gupta
etal., 2022).

La promocién de crecimiento de plantas bajo estrés por sequia por rizobacterias con
actividad ACC desaminasa ha sido reportada previamente en tomate por Haque et al. (2020)
con Pseudomonas sp., B. cereus y B.megaterium; Astorga et al. (2021) con Bacillus sp y
Gowtham et al. (2020) con B. subtilis. En las plantas de tomate inoculadas con rizobacterias
con actividad ACC desaminasa bajo estrés hidrico se observa incremento de la germinacion
altura, nimero de hojas, biomasa aérea y radicular (Astorga et al., 2021), clorofila,
carotenoides, prolina, contenido relativo de agua, actividad catalasa (Haque et al.,2020),
SOD y APX. Por el contrario, las rizobacterias disminuyen el malondialdehido que
evidencia peroxidacion de lipidos, el perdxido de hidrégeno y la pérdida de electrolitos
(Gowtham et al., 2020; Haque et al.,2020)
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La altura de planta y el peso de la biomasa aérea y radicular son pardmetros usados
para medir el efecto del estrés hidrico en las plantas como la demostraron Carlson et al.
(2020) en Sorghum bicolor. El incremento en la biomasa aérea de las plantas de tomate
bajo estrés hidrico por las rizobacterias es atribuido al aumento de nivel de ABA en las
hojas de las plantas bajo estrés hidrico, lo que favorece la regulacién del cierre de los
estomas y por tanto mejora la eficiencia con el uso de agua y la acumulacién de biomasa
(Brilli et al., 2019). Asimismo, Bacillus sp. y Pseudomonas spp. incrementan la actividad
antioxidante y de esta manera disminuyen el estrés oxidativo que impacta los pigmentos
fotosintéticos ademas de las membranas lipidicas, proteinas y acidos nucleicos (Brilli et al.,
2019; Bindu et al., 2018). Al respecto, Andryei et al. (2021) concluyeron que rizobacterias
como P. putida y Bacillus sp. mantienen la actividad fotosintética de las plantas de tomate

bajo sequia y por tanto minimizan la reduccién en el crecimiento y rendimiento.

El incremento en el peso de la biomasa radicular de las plantas de tomate bajo estrés
hidrico es explicado por efecto del AIA producido por las bacterias, que aumenta el nimero
de pelos radiculares y raices laterales y como consecuencia el aérea de la superficie de la
raiz que facilita una mayor absorcion de agua y nutrientes (Pathania et al., 2020; Haque et
al., 2020). También es importante el efecto del etileno cuya concentracion reduce en forma
significativa al crecimiento de la raiz; no obstante, las bacterias ACCD disminuyen el nivel

de esta fitohormona y promueven al crecimiento radicular (Haque et al., 2020).

Bacillus spp. y Pseudomonas spp. presentan actividad ACC desaminasa que
favorece a las plantas bajo estrés hidrico (Astorga at al., 2021; Gowtham et al., 2020; Haque
et al., 2020), no obstante, también tienen otros mecanismos como el incremento de la
actividad enzimatica y no enzimatica antioxidante, disminucion del MDA y especies
reactivas de oxigeno (Gowtham et al., 2020), fijacion de nitrogeno, solubilizacién de
potasio y zinc, produccion de enzimas hidroliticas (Brilli et al., 2019) y exopolisacaridos
(Haque et al., 2020), ademas del AIA y la solubilizacion de fosfatos (Kumar et al., 2021).
Las plantas de tomate en los ecosistemas bajo sequia estan asociados con una variedad de
rizobacterias en diversas caracteristicas de promocion de crecimiento vegetal, por lo que se
concluye que los PGPR como Bacillus spp. y Pseudomonas spp. rizosféricas de E. pachanoi
presentan efecto aditivo que beneficia el crecimiento y rendimiento vegetal (Haque et al.,
2020).



49

Conclusiones

En las bacterias aisladas de la rizosfera de E. pachanoi “San Pedro hembra” en
Lambayeque, se identificaron 127 cultivos puros de Bacillus spp. y 84 de

Pseudomonas spp.

El 7,78% de Bacillus spp. y el 19% de Pseudomonas spp. demostraron actividad
aminociclopropano-1-carboxilato, ACC desaminasa. Estas bacterias produjeron
AlA (34,91- 64,68 ppm), solubilizaron fosfato tricalcico (13,03 25,06 ppm fésforo
soluble) y se seleccionaron Bacillus sp.89, Bacillus sp.34, Pseudomonas sp. 13 y

Pseudomonas sp.81

Bacillus spp. y Pseudomonas spp. incrementaron los parametros del crecimiento de
las plantas de tomate y a los 60 dias se alcanzaron indices de efectividad (IE) de
18,58 — 70,49 % en la altura; 41,33 - 67,69 % en la biomasa aéreay 9,27 — 46,36 %
en la biomasa radicular de las plantas con estrés hidrico, asi como 1,28 — 45,90 %;
15,61 — 46,34 %y 3,24 — 36,76 % en las plantas sin estrés hidrico respectivamente.
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Recomendaciones

Identificar a nivel molecular Bacillus spp. 89 y 34 y Pseudomonas spp. 13 y 81,

promotoras de crecimiento de tomate.

Determinar el efecto de Bacillus sp.89, Bacillus sp.34, Pseudomonas sp. 13 y

Pseudomonas sp.81 en el rendimiento de tomate en condiciones de campo.

Investigar sustratos de bajo costo para la propagacién masiva de  Bacillus

spp. y Pseudomonas spp.
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AnNexos

Anexo A
Célculo de numero de muestras de raices y suelo rizosférico de Echinopsis pachanoi

(Alvitres, 2000)

_Z?(pxq)
H—T

(1,96)2 (0,90 x 0,10)
0,82

n = 54,02

Donde:

n = Tamafio de la muestra

Z =1,96 (o = 0,05) valor estandar

p = prevalencia o presencia de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. en el suelo rizosférico.
g = 1-p, ausencia (0,10)

T = error estimado (8 %)



Anexo B

Medios de cultivo

a. Agar nutritivo, AN (en Noreen et al., 2012)

Componentes gL'
Peptona 50
Extracto de carne 3,0

Agar agar 15,0
Agua destilada csp 1000 mL

b. Medio Dworkin & Foster (en Penrose y Glick, 2003)

Componentes Lt
KH2PO4 49
Naz;HPO4 69
MgSO4 0,29
FeSO4 1mg
H3BOs 10 pg
MnSQO4 10 ug
CuSO0q4 50 ug
NazMoOQO4 22,5 ug
ZnSO4 70 ug
Sacarosa 59
Agua destilada csp 1000 mL

Agregar como fuente de nitrdgeno una solucién 0,5 M de ACC previamente esterilizada

(filtracién en membrana de 0,2 um), en cantidad suficiente para alcanzar 0,3 mmol ACC
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c. Caldo Tripticasa Soya suplementado con triptéfano (en Garcia et al., 2010)

Componentes gLt
Peptona de caseina 179
Peptona de harina de soya 3,0

D(+) glucosa (dextrosa) 2,5
Cloruro de sodio 5,0
Fosfato dipotasico 2,5
Triptofano 0,01
Agua destilada csp 1000 mL

Disolver por calentamiento y ajustar a pH 7,3

d. Medio de cultivo National Botanical Research Institute, NBRIP (en Escobar
etal., 2011)

Componentes gLt
Glucosa 10,0
Cas(POy) 5,0
(NH4)2S04 0,1
MgSO4..H20 0,25
KCI 0,2
MgCl,.H20 5,0
Agar agar 15,0

Agua destilada 1000 mL
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Anexo C

Temperaturas registradas durante el cultivo de Solanum lycopersicum L. (Estacion
Meteorologica de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, ubicado en el fundo “El
Ciénago” de Lambayeque)

Fechas Temperatura Tempferatura Tem_peratura
minima (°C) media (°C) méaxima (°C)

1/10/2019 16 21 23
2/10/2019 15 19 22
3/10/2019 16 21 23
4/10/2019 16 18 20
5/10/2019 15 18 22
6/10/2019 15 18 22
7/10/2019 16 19 22
8/10/2019 16 21 23
9/10/2019 16 21 24
10/10/2019 16 21 23
11/10/2019 16 22 24
12/10/2019 16 21 23
13/10/2019 16 20 22
14/10/2019 16 20 22
15/10/2019 16 22 24
16/10/2019 18 21 24
17/10/2019 17 21 24
18/10/2019 17 19 20
19/10/2019 17 20 22
20/10/2019 17 21 23
21/10/2019 16 21 23
22/10/2019 16 20 21
23/10/2019 16 21 23
24/10/2019 17 22 24
25/10/2019 18 22 25
26/10/2019 17 21 24

27/10/2019 16 22 24



28/10/2019
29/10/2019
30/10/2019
31/10/2019
01/11/2019
02/11/2019
03/11/2019
04/11/2019
05/11/2019
06/11/2019
07/11/2019
08/11/2019
09/11/2019
10/11/2019
11/11/2019
12/11/2019
13/11/2019
14/11/2019
15/11/2019
16/11/2019
17/11/2019
18/11/2019
19/11/2019
20/11/2019
21/11/2019
22/11/2019
23/11/2019
24/11/2019
25/11/2019
26/11/2019
27/11/2019
28/11/2019
29/11/2019

16
17
16
16
16
16
16
16
17
17
17
17
17
17
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
17
17
16
17
16
16
16

18
19
20
21
21
20
21
20
20
22
20
21
21
22
21
21
21
20
22
21
22
22
21
21
21
22
22
22
21
22
21
21
22

22
22
23
23
22
21
23
21
21
24
21
23
23
24
23
23
24
23
24
23
24
24
23
23
23
24
24
24
23
23
23
23
24
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Anexo D

Contenido de agua en peso y capacidad de campo (en Garcia et al., 2012, Polo y
Hernandez, 2016)

La capacidad de campo (CC), es el contenido de agua que tiene un suelo después que
se satura y drena libremente por espacio de 24 a 72 horas. En un suelo saturado todos los
poros estan ocupados por agua. En un suelo a CC los macroporos perdieron el agua y estan
llenos de aire y los microporos estan llenos de agua, la cual es retenida contra la fuerza de

gravedad.

En tres macetas de 4 kg de capacidad con 3 kg de suelo se agreg0 suficiente agua
(1,5 L) hasta que ésta comenzara a salir por las perforaciones de la base. Despueés de 24 horas
de reposo, en cada maceta con ayuda de un tubo de agua (0,5 pulgadas de diametro) se
realizaron tres perforaciones, hasta el fondo de la maceta. El contenido de suelo extraido de
las tres perforaciones, en cada maceta se deposit6 en bolsas de papel Kraft (una por maceta),
previamente pesada, se determind el peso inicial y luego se deshidrataron en estufa a 105 °C

durante 24 horas.
A continuacion, se determind el peso final y se realizaron los céalculos

correspondientes del contenido de agua en peso (HP %) a CC:

HP % CC (%) = Peso fresco a CC — Peso suelo seco

Peso suelo seco

x 100

Tratamientos Peso Peso de suelo CC*
de Humedo Seco (%)
papel
Con estrés hidrico 2,10 207.9 130,0 58,9
Sin estrés hidrico 2,10 250,0 131,1 90,83

*Promedio de tres repeticiones
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Cultivos puros de bacilos Gram positivos y Gram negativos segiin muestra de suelo

rizosférico de E. pachanoi de procedencia, Lambayeque 2019

N° Cultivos Bacilos Bacilos Bacilos
puros Gram positivas Gram negativas Gram negativas
N° cddigos coédigos Pseudomonas sp.
1 4 1,2 1,2 Pseudomonas sp. 1
2 3 3 3,4 Pseudomonas sp.4
3 5 4,5 5,6,7 Pseudomonas sp. 5
Pseudomonas sp. 6
Pseudomonas sp. 7
4 2 6 8 Pseudomonas sp. 8
5 2 7 9 -
6 3 8,9 10 Pseudomonas sp. 10
7 3 10 11,12 Pseudomonas sp. 12
8 2 11 13 Pseudomonas sp. 13
9 3 12,13 14 Pseudomonas sp. 14
10 3 14 15,16 Pseudomonas sp. 15
Pseudomonas sp. 16
11 4 15,16 17,18 Pseudomonas sp. 18
12 1 17 - -
13 2 18 19 Pseudomonas sp. 19
14 2 19 20 Pseudomonas sp. 20
15 3 20,21 21 Pseudomonas sp. 21
16 3 22 22,23 Pseudomonas sp. 22
Pseudomonas sp. 23
17 4 23,24 24,25 Pseudomonas sp. 24
18 4 25 26,27,28 Pseudomonas sp. 27
Pseudomonas sp. 28
19 4 26,27 29,30 Pseudomonas sp. 29

Pseudomonas sp. 30
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20 28,29 31 Pseudomonas sp. 31
21 30 32,33 Pseudomonas sp. 32
Pseudomonas sp. 33
22 31,32,33 34,35 Pseudomonas sp. 35
23 34,35,36 36,37,38 Pseudomonas sp. 36
Pseudomonas sp. 37
Pseudomonas sp. 38
24 37,38 39,40,41 Pseudomonas sp. 39
Pseudomonas sp. 40
25 39,40,41,42 42,43,44 Pseudomonas sp. 43
Pseudomonas sp. 44
26 43,44,45,46 45,46,47 Pseudomonas sp. 46
Pseudomonas sp. 47
27 47 48,49 Pseudomonas sp. 48
28 48,49,50 50,51,52 Pseudomonas sp. 50
Pseudomonas sp. 52
29 51,52,53 53,54,55,56 Pseudomonas sp. 53
Pseudomonas sp. 55
Pseudomonas sp. 56
30 54,55 57,58,59 Pseudomonas sp. 58
Pseudomonas sp. 59
31 56 60,61,62 Pseudomonas sp. 60
Pseudomonas sp. 61
32 57,58,59 63,64 Pseudomonas sp. 63
Pseudomonas sp. 64
33 60,61,62 65,66,67 Pseudomonas sp. 65,
Pseudomonas sp. 67
34 63,64,65 68,69,70,71 Pseudomonas sp. 68
Pseudomonas sp. 70
Pseudomonas sp. 71
35 66,67,68,69 72,73,74,75 Pseudomonas sp. 72

Pseudomonas sp.

Pseudomonas sp.

73
75
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36 7 70,71,72 76,77,78,79 Pseudomonas sp. 76
Pseudomonas sp. 78
Pseudomonas sp. 79
37 7 73,74,75,76,77 80,81 Pseudomonas sp. 81
38 7 78,79,80,81 82,83 Pseudomonas sp. 82
Pseudomonas sp. 83
39 7 82,83,84 85,86,87,88 Pseudomonas sp. 85
Pseudomonas sp. 86
Pseudomonas sp. 88
40 5 85,86 89,90,91 Pseudomonas sp. 90
Pseudomonas sp. 91
41 4 87,88,89 92 Pseudomonas sp. 92
42 5 90,91,92 93,94 Pseudomonas sp. 93
Pseudomonas sp. 94
43 5 93,94 95,96,97 Pseudomonas sp. 95
Pseudomonas sp. 97
44 4 95,96,97 98 Pseudomonas sp. 98
45 5 98,99,100 99,100 Pseudomonas sp. 99
Pseudomonas sp. 100
46 4 101,102,103 101 Pseudomonas sp. 101
47 5 104,105,106,107 102 -
48 4 108,109 103,104 Pseudomonas sp. 103
Pseudomonas sp. 104
49 6 110,111,112,113,114 105 Pseudomonas sp. 105
50 5 115,116,117,118 106 Pseudomonas sp. 106
51 4 119,120,121 107 -
52 4 122,123,124 108 Pseudomonas sp. 108
53 4 125 109,110,111 Pseudomonas sp. 109
Pseudomonas sp. 111
54 3 126, 127 112 Pseudomonas sp. 112
Total 239 127 112 84
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Anexo F

Andlisis de varianza de la altura de Solanum lycopersicum L., 60 dias después de la

inoculacion de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. con y sin estrés hidrico

" Suma de Media .
Fuente de variacion cuadros cuadratica Fc p Sign

Condicion de estrés (A) 6747,90 1 6747,90 8316,23 0,000 **
Rizobacterias (B) 1239,93 4 309,98 382,03 0,000 **
Interaccién de primer

299,20 4 74,80 92,19 0,000 **
orden Ax B
Error 16,23 20 0,81
Total 8303,26 0,81

Prueba t de la altura de Solanum lycopersicum L., con y sin estrés hidrico

. Altura ]
Estrés hidrico (cm) Sign

Sin estrés hidrico 71, 1880 a
Con estrés hidrico 41,1927 b

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la altura de Solanum lycopersicum L.,
60 dias despues de la inoculacion de Bacillus spp. y Pseudomonas spp.

Rizobacterias A(\ltrl:]r)a Sign
Bacillus sp. 89 63,2317 a
Bacillus sp. 34 60,2300 b
Pseudomonas sp. 81 59,9317 b
Pseudomonas sp. 13 51,6867 c

Testigo 45,8717 d
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Andlisis de varianza de la biomasa aérea de Solanum lycopersicum L., 60 dias después

de la inoculacién de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. cony sin estrés hidrico

Fuente de variacion Suma de Megllq Fc p  Sign
cuadros cuadratica

Condicién de estrés (A) 49 695 1 49694,7 654,74 0,000 **
Rizobacterias (B) 121 153 4 30288,3 399,06 0,000 **
Interaccién de primer

3569 4 892,2 11,75 0,000 **
orden Ax B
Error 1518 20 1518
Total 175935 29 75,9

Prueba t de la biomasa aérea de Solanum lycopersicum L., con y sin estrés hidrico

Biomas aérea

Estrés hidrico (cm) Sign
Sin estrés hidrico 509,8 a
Con estrés hidrico 428,4 b

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la biomasa aérea de Solanum

lycopersicum L., 60 dias después de la inoculacion de Bacillus spp. y Pseudomonas spp.

Rizobacterias A(\(I:t:qr)a Sign
Bacillus sp. 89 551,5 a
Bacillus sp. 34 493,0 b
Pseudomonas sp. 81 492,0 b
Pseudomonas sp. 13 499,0 c
Testigo 360,0 d
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Andlisis de varianza de la biomasa radicular de Solanum lycopersicum L., 60 dias

después de la inoculacién de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. con y sin estrés hidrico

o Suma de Media .
Fuente de variacion cuadros cuadratica Fc p  Sign

Condicion de estrés (A) 22687,5 1 22687,5 18150 0,000 **
Rizobacterias (B) 31716,0 4 7929,0 634,32 0,000 **
Interaccién de primer

5400,0 4 1350,0 108,0 0,000 **
orden Ax B
Error 250,0 20 12,5
Total 60053,5 0,81

Prueba T de la biomasa radicular de Solanum lycopersicum L., con y sin estrés hidrico

Biomas aérea

Estrés hidrico (cm) Sign
Sin estrés hidrico 223 a
Con estrés hidrico 168 b

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la biomasa radicular de Solanum

lycopersicum L., 60 dias después de la inoculacion de Bacillus spp. y Pseudomonas spp.

Rizobacterias A(\lt#qr)a Sign
Bacillus sp. 89 233,0 a
Pseudomonas sp. 81 232,5 a
Bacillus sp. 34 191,0 b
Pseudomonas sp. 13 165,0 c
Testigo 156,0 d
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