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Resumen

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) se han descrito como una
alternativa para mitigar los problemas asociados al uso de fertilizantes y pesticidas quimicos
en la agricultura gracias a su capacidad para favorecer la nutricion y salud de las plantas
mediante una amplia gama de mecanismos directos e indirectos. Sin embargo, previo a su
inoculacion a los cultivos se hace necesario determinar la concentracién y estructura
bacteriana eficiente. El presente trabajo evalué el efecto de la aplicacion de esporas y
células vegetativas del microorganismo Bacillus subtilis EA-CB0575 en diferentes
concentraciones (107 y 108 UFC/mL), el sobrenadante libre de células proveniente de los
cultivos de esporas y células vegetativas, en cultivos de maiz y tomate, mediante las
variables respuesta: longitud aérea (LA), peso seco aéreo (PSA), peso seco radicular (PSR)
y peso seco total (PST). Se encontré que la inoculaciéon del microrganismo, ya sea como
esporas o ceélulas vegetativas, en ambas concentraciones evaluadas y el sobrenadante
proveniente de su cultivo incrementa el crecimiento y desarrollo de las plantas de maiz y
tomate respecto al control absoluto sin inocular. Adicionalmente, se estudiaron los
compuestos reportados para la promocién de crecimiento presente en dicho sobrenadante
libre de células mediante la identificacion preliminar de los metabolitos por HPLC en fase
reversa y la cuantificacion de las areas de los picos observados en los cromatogramas
obtenidos, se evidencié la posible presencia de fengicinas y surfactina. Ademas el
rendimiento y la produccién de estos metabolitos es mayor cuando el microorganismo esta

en estado vegetativo.

Palabras Claves: Bacillus subtilis, Promocion de crecimiento, Zea mays, Solanum

lycopersicum, sobrenadante libre de células, células vegetativas, esporas, lipopéptidos.
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Abstract

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) has been described as an alternative to
reducing the problems associated with the use of chemical fertilizers and pesticides in
agriculture due to its ability to promote nutrition and plant health through a broad range of
direct and indirect mechanisms. However, prior to inoculation to crops, it is necessary to
determine the bacterial concentration and its efficient structure. This study assesses the
effect of the Bacillus subtilis EA-CB0575 spores and vegetative cells application in different
concentrations (10”7 and 108 CFU / mL), the cell-free supernatant from the spores and
vegetative cell cultures in two crops of national interest by the response variables: shoot
length, shoot dry weight, root dry weight and total dry weight. It was found that inoculation
of microorganism, either as vegetative cells or spores, in both concentrations and the
supernatant evaluated from cultivation increases the growth and development of plants,
corn, and tomato in respect to absolute uninoculated control. Additionally, the compounds
reported to promote growth on the cell-free supernatant were studied by preliminary
identification of metabolites by reverse phase HPLC and quantification of the areas of peaks
observed in the chromatograms. The results showed that the fengycins may be present
between the retention times 10 and 20 minutes, surfactins are present between 25 and 30
minutes, and the yield of the metabolite produced is greater when the microorganism are in
a vegetative state. The possible presence of fengicyns and surfactins was evident. Also, the
yield and production of metabolites it is greater when the microorganism is in a vegetative

state.

Keywords: Bacillus subtilis, Plant growth promoting, Zea mays, Solanum lycopersicum cell-

free supernatant, vegetative cells, spores, lipopeptides.

13



Introduccion

La agricultura ha jugado un papel importante en el desarrollo econémico de las naciones
(Banco Mundial, 2008; FAO, 2009b), ha sido el motor de crecimiento de la economia, tanto
en paises desarrollados como de las economias emergentes (Pingali, 2007) y actualmente
se enfrenta a multiples retos, debido a la creciente demanda de alimentos por el aumento
en la poblacion, asi como el aumento de los requerimientos energéticos para el desarrollo
de la actividades humanas (FAO, 2009a).

Hoy en dia, la forma de abastecer de alimento a la poblacion y lograr altas productividades
en los cultivos es el uso de fertilizantes quimicos. El uso de estos productos genera un
impacto ambiental debido a que para su fabricacion, se emplea el petroleo o sus derivados,
agotando recursos no renovables, ademas generan problemas en el ambiente como
acidificacion de los suelos, erosién y afecciones a la fauna y flora de los ecosistemas (Altieri
and Nicholls, 2000). Por lo anterior, se tiene como reto satisfacer la demanda de un mercado
creciente, asegurando la sostenibilidad econdémica y ambiental de nuestro entorno,
adoptando métodos de produccion eficaces y de menor impacto ambiental (FAO, 2009b;

Posada Londofio and Pimineto Vargas, 1997).

Una alternativa para frenar el deterioro ambiental asociado a los fertilizantes quimicos, es
el uso de biofertilizantes, los cuales se definen como productos que contienen
microorganismos vivos y que al aplicarse a las semillas, superficie de las plantas o al suelo,
colonizan la planta y promueven su crecimiento aumentando la disponibilidad de los
nutrientes y la sanidad vegetal en la misma (Armenta Bojorquez et al., 2010; Prashar et al.,
2013; Vessey, 2003). El empleo de productos basados en rizobacterias promotoras del
crecimiento (PGPR, por sus siglas en inglés), constituye una alternativa biotecnolégica para
mejorar la produccion de especies de interés horticola (Martinez, 2002) y es una posibilidad
para el manejo sostenible de cultivos como cereales y hortalizas, los cuales son recursos

de gran importancia a nivel nacional (DANE, 2009).

El tomate (Solanum lycopersicum) hace parte de las solanaceas con mayor importancia
econdmica en Colombia. La produccion nacional de esta fruta es comun en casi todas las
zonas del pais, y es parte importante de la canasta familiar (Miranda et al., 2009). Por su
parte, el maiz (Zea mays) es uno de los renglones mas importantes de la produccion
agricola nacional y se encuentra difundido en todas las regiones naturales del pais, gracias
14



a su especial adaptacion a diversas condiciones agroclimaticas y socioeconomicas
(FENALCE, 2010). Debido a la importancia de estos cultivos para la economia nacional, se
evalud el efecto de Bacillus subtilis EA-CB0575, promotor de crecimiento vegetal, en
diferentes concentraciones 107 y 108 UFC/mL y el sobrenadante libre de células proveniente
de la fermentacion del microorganismo, en cultivos de maiz y tomate. Ademas, se
analizaron y estudiaron los compuestos presentes en los sobrenadantes libres de células
evaluados. Esto con el fin de determinar si la inoculacién ayuda a mejorar el crecimiento de
las especies vegetales en estudio y permiten un mejor desarrollo del cultivo a nivel de

invernadero.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto del Bacillus subtilis EA-CB0575 en la promocion de crecimiento vegetal

de maiz (Zea Mays) y tomate (Solanum lycopersicum) a nivel de invernadero.

Objetivos especificos

16

Evaluar el efecto de la inoculacion de esporas y células vegetativas de Bacillus
subtilis EA-CB0575 en dos concentraciones de aplicaciéon sobre las variables

fisiolégicas de Zea Mays a nivel de invernadero

Evaluar el efecto de la inoculacion de esporas y células vegetativas de Bacillus
subtilis EA-CB0575 en dos concentraciones de aplicaciéon sobre las variables

fisiolbégicas de Solanum lycopersicum a nivel de invernadero.

Determinar el efecto de la aplicacién del sobrenadante del cultivo del Bacillus subtilis
EA-CBO0575 en la promocion de crecimiento en Zea Mays y Solanum lycopersicum

a nivel de invernadero.

Identificar lipopéptidos reportados para la promocioén de crecimiento presentes en el
sobrenadante del cultivo del Bacillus subtilis EA-CB0575 en medios de cultivo para

produccién de esporas y células vegetativas.



Capitulo 1: Marco Teérico

1.1. Cultivo de Maiz

El maiz, Zea mays 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 elaboracién
de productos industriales, como: harinas, espesantes, jarabes, endulzantes, licores,

pegantes, medicamentos, entre otros (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 15y 30
hojas con longitud y ancho variable (FENALCE, 2010; 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).

En los paises de climas templados y subtropicales son obtenidos los mayores rendimientos
por hectarea de este cereal, ya que estas condiciones son las mas adecuadas para su
desarrollo. En Colombia existen genotipos con alta productividad para ambientes tropicales
(Polania Fierro, 2014). Se cultivan dos tipos de maiz, amarillo y blanco, el primero se emplea
para el consumo animal e industrial y el segundo para consumo humano (DANE, 2004). En
ambos casos es un monocultivo, Se destacan dos sistemas de produccion: el tecnificado y
el tradicional (DANE, 2004). El sector tecnificado, hace uso de fertilizantes, plaguicidas y
semillas certificadas (FENALCE, 2010); mientras que el sector tradicional, se localiza en
suelos pobres, dispone de areas pequefas para el cultivo, no se realizan planes de
fertilizacién y no usa semillas certificadas, lo que se traduce a rendimientos bajos, y

produccién para el autoconsumo (DANE, 2004).
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Zea mays, es la Unica especie de las Maydeas de importancia econémica (Aldrich and Leng,
1965). En Colombia en 2011 se cosecharon 363.693 hectareas con una produccién de
985.567 toneladas, siendo Cérdoba y Valle del Cauca los principales productores con un
rendimiento de 4,50 y 4,54 toneladas por hectarea respectivamente (DANE, 2011a). De
acuerdo con las expectativas de siembra de Fenalce (Federacion Nacional de Cultivadores
de Cereales y Leguminosas), para el 2022 habra un incremento en el area cultivada,
alcanzando la 591. 0000 hectareas cosechadas. A nivel mundial, Se encuentra
ampliamente distribuido y lo mayores productores mundiales son EE.UU., China, Brasil, la
Unién Europea, Ucrania y México (FENALCE, 2012).

1.2. Cultivo de Tomate

Solanum lycopersicum es una de las hortalizas de alto valor econdmico y gran importancia
en la alimentacion mundial (Escalona et al., 2009; Esquinas-Acazar and Nuez ViAals,
1995)). Representa una fuente de vitaminas y minerales y su demanda aumenta
continuamente (Esquinas-Acazar and Nuez Vinals, 1995). Su fruto se destina para el
consumo en fresco y como materia prima para elaborar sopas, pastas, entre otros (Corfo,
1986). En Colombia es posible encontrar diversas formas, tamanos y colores de tomates

Los tipos mas comunes son, rifidén, milano y chonto (Jaramillo et al., 2006).

La estructura de la planta estd constituida por un tallo principal grueso, del cual se
desarrollan hojas, tallos secundarios e inflorescencias. Su sistema radicular consta de una
raiz principal, varias raices secundarias y raices adventicias (Jaramillo et al., 2006; Miranda
et al., 2009). El fruto es una baya de pulpa tierna y alcalina gracias a su contenido mineral,
que puede ser de color rojo, rosado, amarillo o verde y de forma redonda, achatada o
alargada. Es cultivado en muchas zonas del mundo, con variedad de climas y suelos. Sin

embargo, es una especie sensible a bajas temperaturas (Miranda et al., 2009).

A nivel nacional, existe un area sembrada de 8.383 hectareas y se producen cerca de
470.000 toneladas anuales siendo Boyaca el principal productor de tomate con 1.385
hectareas de area sembrada, y un rendimiento del cultivo de 133,8 toneladas por hectarea.
A nivel mundial, se cultiva en mas de cien paises, tanto para consumo fresco como para la

industria. Colombia, ocupa el lugar 34 en el mundo en cuanto a produccién con 470.000
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toneladas anuales y exporta a paises como Costa Rica, Panama, Francia y Cuba (CCI,
2009; DANE, 2011b).

1.3. La Rizésfera y 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 bioldgicas del suelo (Prashar et al., 2013; Richardson et al., 2009). 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, la cual es la superficie de la
raiz, donde las particulas del suelo y los microbios se adhieren y la Ectorizésfera, es aquella
que consiste en el suelo inmediatamente adyacente a la raiz (Prashar et al., 2013). En la
rizosfera, 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 dinamico estimulando
el desarrollo de un gran numero de microorganismos Yy la actividad de los mismos en el
suelo (Denef et al., 2009; Habibi et al., 2014; Lugtenberg et al., 1999; Siddiqui et al., 2006).

Las bacterias que tienen la capacidad de colonizar las raices de las plantas son
denominadas rizobacterias, han tenido una evolucién 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 aplicacién a la planta puede diferir entre
especies de planta y practicas de manejo de cultivos (Habibi et al., 2014; Kloepper et al.,
1999).

Los efectos negativos o deletéreos que generan estos microrganismos pueden relacionarse
con el retraso del crecimiento aéreo y radicular de las plantas debido a la secrecién 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; Prashar
et al., 2013; Vessey, 2003). 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).
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1.4. 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 bioldgicas y quimicas de cultivos horticolas y estimulan
su crecimiento (Kloepper and 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
(Habibi et al., 2014; Lucy et al., 2004). 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 fijacién de nitrégeno, la produccion de sustancias como compuestos
volatiles o fitohormonas (fitoestimulacion), adquisicidon de nutrientes por parte de la planta
(biofertilizacién) por medio de la solubilizacion de fosfatos, la secrecion de sideroforos o la
reduccidon del dafio causado por enfermedades mediante la inhibicidn del crecimiento de
patdgenos a través de la produccion de compuestos quimicos diversos (Boddey and
Dobereiner, 1988; Chabot et al., 1996; Compant et al., 2005; Mendes et al., 2013). Existen
diversos reportes donde las respuestas a la inoculacion de PGPRs en plantas mono vy
dicotileddneas han sido exitosas (Bashan et al., 2010; Dobereiner et al., 1995; Loredo Osti
et al., 2004; Perez-Montano et al., 2014; Seldin et al., 1998). 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, nematodos y bacterias (Asaka and Shoda, 1996;
Hamdan et al., 1991; Kloepper et al., 1981). La mayoria de estos estan relacionados con
patdogenos del suelo, sin embargo, algunas PGPRs tienen la capacidad de inducir
resistencia sistémica, reduciendo el impacto de ciertas enfermedades foliares (Bakker et
al., 2007).
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1.5. Mecanismos de accion 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). A continuacion se presentan

algunos detalles de ambos mecanismos.

1.5.1. Mecanismos directos de promocion de crecimiento vegetal

Los mecanismos directos de promociéon de crecimiento son aquellos en los que las
rizobacterias producen compuestos capaces de estimular el crecimiento vegetal o facilitan
la absorcion de nutrientes (Prashar et al., 2013; Siddiqui et al., 2006). A continuacion se

explican algunos de estos mecanismos:

o Fijacion de nitrégeno

La fijacion bioldgica del nitrégeno atmosférico es un proceso mediante el cual algunas
especies bacterianas, tanto simbidticas como no simbidticas, utilizan la enzima nitrogenasa
para convertir el nitrdgeno atmosférico (N2) en amoniaco (Denton et al., 2009). Entre las
bacterias simbidticas fijadoras de nitrégeno se encuentran, Rhizobium, Allorhizobium,
Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobioum, y Sinorhizobium, las cuales, se asocian
principalmente con leguminosas para formar nodulos, donde cada simbionte obtiene
beneficios, la planta asimila el nitrégeno en forma de compuestos organicos nitrogenados
y la bacteria obtiene refugio y malato para las principales rutas del metabolismo, como el
ciclo de Krebs (Bach Alvarez and Diaz, 2008; Calvo Garcia, 2011). Entre las bacterias no
simbidticas fijadoras de nitrégeno, se han reportado principalmente, Azospirillum,
Azotobacter, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Burkholderia y Bacillus (Hayat et al.,
2010; Vessey, 2003). 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 fijacién bioldgica del nitrégeno (Pedraza, 2008).

o Solubilizacion de fosfatos

La solubilizacion del fosforo, se ha relacionado a la trasformacion de fosfatos organicos e
inorganicos a formas solubles por la planta. El fosforo es uno de los elementos quimicos
esenciales, 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
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nutrientes mas importantes para la planta, Sin embargo, la concentracion de fosforo
disponible en el suelo es muy baja y sus formas asimilables como aniones H,P0O, y HPO;~
es escasa. Algunos microorganismos del suelo tienen la capacidad producir acidos
organicos o enzimas como fosfatasas, fitasas, fosfonatasas y liasas C-P para solubilizar
porciones de P insoluble (de Freitas et al., 1997; Jayakumar and Tan, 2005). La produccion
y liberacion a la rizésfera de estos acidos, provocan la acificacion del suelo e incrementan
directamente la solubilidad de los fosfatos. Las enzimas por su parte cumplen diferentes
funciones, las fosfatasas participan en la desfosforilacién de los grupos fosfoéster unidos a
la materia organica, las fitasas, catalizan el proceso de hidrélisis 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- fosforo de los organofosfonatos (Rodriguez et
al., 2006).Entre los microorganismos solubilizadores de fosfato se destacan los generos,
Pseudomonas, Bacillus y Azospirilluma (Hayat et al., 2010; Paredes-Mendoza and

Espinosa-Victoria, 2010).

o Produccién de reguladores de crecimiento vegetal

La produccion de reguladores de crecimiento vegetal, activan varias respuestas en la célula,
entre ellas, el desarrollo y la regulacion de muchos parametros fisioldgicos e incrementar la
resistencia a diversos factores ambientales. Los reguladores del crecimiento se pueden

dividir en cuatro grupos, auxinas, giberelinas, inhibicién del etileno y citoquininas.

La auxina mas estudiada es el acido 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
and Glick, 2002). Las giberelinas pueden incrementar el crecimiento de los tallos,
interrumpir el periodo de latencia de las semillas para germinar. La inhibicion del etileno
puede promover el crecimiento vegetativo y de las raices y puede tener un efecto en la
reduccién de sintomas por ataque de patdégenos. Su inhibicién puede ser estimulada por la

presencia de altas concentraciones de auxinas, giberelinas o citoquininas.

Por ultimo, las citoquininas regulan la citoquinesis de las células vegetales y son derivadas
de las amino purinas (Camelo et al., 2011). Varios géneros bacterianos han sido reportados
como productores de reguladores de crecimiento, para la produccién 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).
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1.5.2. Métodos indirectos de promocion de crecimiento vegetal

Los mecanismos indirectos de promocion de crecimiento son aquellos en los que las
rizobacterias actuan como agentes de biocontrol para reducir enfermedades o para proteger
las plantas de la degradacién 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). A continuacién

se explican algunos de estos mecanismos:

o Produccién de sideréforos

La produccion de siderdforos por rizobacterias puede considerarse un mecanismo de
promocion 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 sideréforos
para hacer asimilable este micronutriente esencial (Siddiqui et al., 2006). Los sideréforos
son moléculas organicas de bajo peso molecular con alta capacidad para capturar el hierro
en forma de Fe® como parte de sales e hidroxidos de baja solubilidad. Estas pequeiias
moléculas, actian de manera especifica como agentes quelantes para secuestrar hierro en
presencia de otros metales y reducirlo a Fe?*, una forma mucho mas soluble y aprovechable
para las plantas (Aguado-Santacruz et al., 2012). Son diversos los estudios en el tema
(Barona-Gomez et al., 2006; Muller and Raymond, 1984).

o Produccidén de Antibioticos

La produccion de antibidticos es uno de los mecanismos mas efectivos empleados por las
PGPR para suprimir las enfermedades asociadas a los cultivos (Glick and Pasternak, 2003;
Kinsella et al., 2009). Los antibiéticos son compuestos que permiten a la bacteria minimizar
la competencia con otros microorganismo, estos, comprenden un grupo de compuestos
organicos microbianos de bajo peso molecular deletéros para otros organismos
(Raaijmakers et al., 2002). 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 antibiéticos entre ellos: micobacilinas, iturinas, bacilomicinas,
surfactinas, micosubtilinas, fungistatinas, subporinas fenazinas, pioluteorinas, pirrolnitrinas,
tropolonas, piocianinas, kanosamina y zwittermina A; los cuales, son eficaces supresores

de patégenos en las plantas, como Fusarium, Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia,
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Sclerotinia, Laseptoriosis y Verticillium (Kinsella et al., 2009). En el numeral 4.7 se presenta

una revision detallada del tema.

1.6. Bacillus spp. Promotor del crecimiento vegetal

Los microrganismos del género Bacillus spp. representan una amplia variedad de bacterias
del suelo, Gram positivas, aerobias estrictos o anaerobias facultativas y pertenecen al grupo
de las bacterias formadoras de endospora (BAFEs). 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
esterilizacién debido a su potencial de formacion de esporas (Bai et al., 2002; Bashan et
al., 2010; Schulz et al., 2006; Vessey, 2003). Ademas, este género es considerado como
una fabrica microbiana para la produccion de una amplia gama de moléculas
biologicamente activas y potencialmente inhibitorias para el crecimiento de fitopatégenos

(Ongena and Jacques, 2008).

En el ciclo de vida de estos microorganismos se destacan dos morfologias celulares, las
células vegetativas y las esporas. 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). 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 esporulacién, lograndose la
produccién de esporas en la fase estacionaria de crecimiento cuando los nutrientes se
agotan (Sonenshein, 2000). La Figura 1-1 describe el proceso de esporulacién de B.
subtilis. La célula en estado vegetativo deja de crecer y se forman dos tipos de célula la
pre-espora y el esporangio, mediante una mitosis asimétrica (Estadio Il), posteriormente se
forma un septo subpolar en la pre-espora (Estadio Ill), surge una corteza entre la membrana
interna y externa dentro del esporangio (Estadio V) y se forman las capas de la cubierta de
la espora (Estadio V), cuando la espora ha madurado (Estadio VI) se produce la lisis celular

del esporangio (Estadio VII) y finalmente la espora es liberada (Errington, 2003).
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Figura 1-1. Ciclo de esporulacién de B. subtilis (Errington, 2003).

Los microorganismos de este género, son consideradas algunos de los mejores candidatos
para el desarrollo de productos biopesticidas y biofertilizantes eficientes desde un punto de
vista tecnoldgico por su capacidad para producir esporas resistentes lo que hace que los
productos tengan larga vida de anaquel y su formulacion y produccién sea mas facil (Earl
et al., 2008; Hamdache et al., 2011). Entre ellos, se destacan las cepas de B. subtilis como
los mas utilizadas para la promocién de crecimiento y para controlar enfermedades cuando
se aplica desde semillas hasta a plantulas (Kokalis-Burelle et al., 2005). Actualmente,
existen el mercado algunos productos bioldégicos cuyo componente activo es este
microorganismo, entre ellos se encuentran Serenade®, Rhapsody® y Bioraiz® (Serrano et
al., 2013).

1.7. 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 antifiingicas, baja toxicidad
y alta biodegradabilidad (Chen et al., 2008; Stein, 2005).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
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oomicetos como M. fijiensis, R. solanacearum, Botrytis cinerea, F. oxysporum y Pythium

aphanidermatum (Carrillo et al., 2003; Leclere et al., 2005; Ongena and Jacques, 2008).

Estos LPs 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 o 10 acidos 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 patégenos 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 antifungica esta familia, es un poderoso biosurfactante, y como tal
disminuye la tensién superficial, actia como un excelente detergente, emulsionante y ayuda
a la formacion de biopeliculas. Las fengicinas, poseen una fuerte actividad antifungica

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,
induccidn de resistencia sistémica y antagonismo directo contra diversos microorganismos
(Ongena and Jacques, 2008). Los mecanismos directos son aquellos en los que los
lipopéptidos tienen contacto directo con la membrana celular de los fitopatdégenos de la
planta, provocando la formacion de poros en la misma y como consecuencia un desbalance
osmotico y los mecanismo indirectos son aquellos donde al detectar la presencia de un
microorganismo patégeno se induce a la resistencia de la planta huésped (Falardeau et al.,
2013; Perez-Garcia et al., 2001). En la Tabla1-1 se resumen algunas de sus funciones y

evaluaciones en diferentes cultivos agricolas.
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Tabla 1-1. Descripcién de los LPs producidos por B.subtilis: Surfactinas, Iturinas y Fengicinas

Alta actividad

Fengicinas

)} \,,#HY?W“ Heptapéptido surfactante y (Falardeau et
e f‘} . ciclico con un ot hemolitica. Fusarium al., 2013; Hu
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Ll b p . Podosphaera
A ..5”""* acido graso B- | pacilomicina | antifungica. Raaijmakers
i amino de 14 a D FyvL fusca en tal. 2010b
, - etal, ;
:1 Z :fr;t;onos y Y' | Limitada manzana
: mycosubtilin actividad Romero et al.,
o a antiviral y 2007).
lturinas antifungica.
e o (Falardeau et
) ,rf/ Decapéptido Limitada al. 2013: Hu
i con anillo actividad , ” ’
})’ interno de hemolitica Fusarium et al., 2009;
e heri i fctona en la S verticillioides, | Ongena et al.,
" L 10! engicina A, ivi .
. ", peptidica y un g Alta actividad maiz 2005; Toure et
‘j-—‘ = acidograsop- | ByC antifungica o L 2004-
3 ,g\/\ hidroxilo de especialmente Botrytis cinérea, | al., ;
”?\r 1 C14-C18 que P manzana Villegas-
e . gzt?rg dsoe L contra hongos Escobar et al.,
insaturado. filamentosos. 2013).

*La figuras fueron tomadas de (Ongena and Jacques, 2008).
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1.8. Antecedentes del proyecto de investigacién

1.8.1. Antecedentes de trabajos en el tema a nivel mundial

A nivel mundial, se han reportado diferentes trabajos relacionados con la evaluacion de las

PGPR en cultivos de maiz y tomate. En la Tabla 1-2 se presenta un resumen de algunos

estudios relacionados.

Tabla 1-2. Publicaciones relacionadas con PGPR en cultivos de Maiz y Tomate.

Ano Descripcion de la Resultado Autores
investigacion
El peso seco de los tres cultivos aumentoé 31%
para tomate, 36 % y 29 % paraokray 83 % y
Comparacién del efecto promotor ) .
L . 40 % para la espinaca Africana cuando se
de crecimiento de B. subtilisy P. | i ) (Adesemoye
2008 . ) inoculo con ambos microorganismos respecto
aeruginosa en cultivos de ) ) i et al,, 2008)
) . al control. Sin embargo no hubo diferencias
tomate, okra y espinaca africana. o ) )
significativas entre los microorganismos
evaluados.
Evaluacion de los efectos de la
inoculacion de varias cepas de .
N ] Fueron evaluadas 5 cepas de B.subtilis de las
B.subtilis sobre plantas de maiz ) ] o )
o cuales una presento diferencias significativas (Dadnia,
2011 | respecto a la aplicacion de . )
o y respecto al control (fertilizantes nitrogenado) 2011)
nitrégeno y su relacién con el o
o . aumentando en un 32% el rendimiento total.
rendimiento y el indice de
cosecha del cultivo.
la inoculacion individual y en consorcio de la
cepa B.subtilis MF5 con una fertilizacion
Evaluacion de rizobacterias
o ] quimica de NK, incrementaron el peso seco
promotoras del crecimiento bajo ) (Valery and
2013 | . del grano en 130 y 403%, el contenido de N en
diferentes esquemas de Reyes, 2013)
o ) 463y 116%, y elde P en 152y 376%,
fertilizacion en el cultivo de maiz. )
respectivamente, logrando un aumento en la
produccién del grano de maiz y su calidad.
Evaluacién del efecto promotor T. harzianum presenté un aumento en longitud
de crecimiento y la de radicular 38%, area foliar 32,%y peso fresco
2013 Trichoderma harzianumy B. radical 58% y Bacillus subtilis tuvo (Chowdappa
subtilis en semillas de tomate incrementos en estas mismas variables del 28, | et al., 2013)
para combatir el tizén temprano y | 47 y 50% respectivamente comparado con
tardio. control sin inoculacion.
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1.8.2. Trabajos realizados por el grupo de investigacion

El desarrollo actual de los cultivos hace necesario explorar diferentes formas de fertilizacion
y control de enfermedades. Hace algunos anos se vienen desarrollando proyectos cuyo fin
es emplear biofertilizantes a partir de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal,
grupo en el cual se encuentran reportadas algunas cepas de Bacillus spp. (Bashan, 1998;
Errington, 2003; Guo et al., 2004a).De acuerdo a lo anterior, la Universidad EAFIT y la
Asociacion de bananeros de Colombia (AUGURA), se encuentran trabajando desde hace
varios afios en productos biolégicos que tengan como componente activo a B. subtilis EA-
CBO0575 para complementar, y en un futuro reemplazar en alguna proporcion el uso de los

productos quimicos y fertilizantes utilizados en el cultivo de Banano.

B. subtilis EA-CB0575 fue aislado de la rizosfera de una planta de banano Musa AAA cv.
Valery por Ramirez en 2009. Posteriormente, Posada en 2012, evalué el efecto de su
inoculacién en diferentes concentraciones y tiempos de inoculacion sobre plantas de Musa
AAA cv. Williams a nivel de invernadero y Cuellar Gaviria, evalué en 2014 el efecto de la
inoculacién del microorganismo sobre la promocién del crecimiento en cultivos de banano,
crisantemo y café. En ese mismo afo, Ochoa Gémez, evalud el efecto de la inoculacién de
B.subtilis EA-CB 0575 en la promocion de crecimiento empleando los sobrenadantes libres
de células del microorganismos de estudio y estudié el control biolégico de Sigatoka negra
en Musa AAA cv. Variedad Williams.
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Capitulo 2: Evaluacion del efecto de la
inoculacion de esporas y células vegetativas
de B. subtilis EA-CB0575 sobre las variables

fisiologicas de Zea mays a nivel de

invernadero

2.1. Resumen

El maiz se ha convertido en uno de los cereales mas importantes y consumidos en el mundo
(FAO, 2011). En su cultivo se utilizan fertilizantes quimicos para cumplir con la demanda
alimentaria actual ya que en el mundo se consumen cerca de 970 toneladas de este
producto (ICG, 2016). Se ha estudiado el papel de las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal como una alternativa para contrarrestar los efectos ocasionados por el
abuso en el uso de los fertilizantes quimicos. Con el fin de determinar las concentraciones
y estructuras bacterianas que promuevan el crecimiento de maiz, se evalud la rizobacteria
B. subtilis EA-CB0575 en forma de esporas y células vegetativas en 107 y 108 UFC/mL a
nivel de invernadero. Se evaluaron las variables de respuesta Longitud aérea (LA), peso
seco aéreo (PSA), peso seco radical (PSR) y peso seco total (PST). Se encontré que la
inoculacién del microrganismo, ya sea como esporas 6 células vegetativas, y en las dos
concentraciones evaluadas, incrementa el crecimiento y desarrollo de las plantas respecto

al control absoluto sin inoculacion.
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2.2. Introduccion

El maiz es uno de los cereales de mas importancia a nivel mundial. Este cultivo ocupa el
segundo lugar en el mundo en produccion, es el primer cereal en rendimiento de grano por
hectarea y es un insumo clave para la industria por ser una materia prima en la alimentacion
humana, el alimento para el ganado y diversos productos industriales (FAO, 2011). Durante
la ultima década, su consumo se ha incrementado mas de un 35% y su cultivo continta
expandiéndose a nuevas areas y ambientes gracias al crecimiento de la industria del etanol
en Estados Unidos, la evolucion de los paises asiaticos, la recuperacion de la industria

aviar, los nuevos mercados y el aumento de la poblacion (FENALCE, 2010).

El requerimiento nutricional de esta graminea es alto, los elementos del suelo que utiliza en
mayores cantidades son nitrégeno (N), potasio (K) y fosforo (P), los cuales forman parte de
la mayoria de los fertilizantes quimicos (Beg, 2000). Segun estudios de FENALCE en el
2008, el elemento mas importante para la produccién de maiz es el nitrégeno, ya que de
este depende en gran medida su desarrollo. En Colombia se requieren en promedio de 120
a 180 Kg/ha de este nutriente, incrementando potencialmente los costos de producciény la
carga contaminante (FAO, 2011; FENALCE, 2008).

En las ultimas décadas, ha sido investigado ampliamente el papel de las rizobacterias
promotoras del crecimiento en diversas gramineas como cafia de azucar (Boddey et al.,
1994), cebada, pastos tropicales (Dobereiner et al., 1995) y maiz (Seldin et al., 1998). Estos
microorganismos, tienen la capacidad de asociarse con las plantas para aumentar su
crecimiento, mejorar su desarrollo y protegerlas contra otros microorganismos del suelo que
causan enfermedades (Grobelak et al., 2015).Gracias a sus multiples beneficios, existe una
gran posibilidad de ser utilizados a gran escala como biofertilizantes en cualquier sistema
de produccion agricola, reduciendo de esta forma los principales impactos negativos
asociados al continuo uso de fertilizantes quimicos (Hernandez Montiel and Escalona
Aguilar, 2003). Menhaz en 2010, aislé y caracteriz6 tres microorganismos promotores de
crecimiento de la rizésfera de maiz, E. cloacae, S. maltophilia y P. putida, con los cuales
evalué la promocion de crecimiento en este cultivo y presentando efectos benéficos
respecto al aumento del peso seco de las raices en un 20% respecto al control (Mehnaz et
al., 2010). Otros autores reportan la influencia de P.alcaligenes, B. polymyxa vy
Mycobacterium phlei en el mismo cultivo y en dos tipos de suelo diferentes, concluyendo
que estos microorganismos estimulan la absorcion del nitrégeno, fosforo y potasio en suelos

donde la disponibilidad de nutrientes es deficiente (Egamberdiyeva, 2007).
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El presente trabajo se centra en la evaluacion de efecto de la inoculacion del
microorganismo B.subtilis EA-CB 0575 en las variables fisiologicas de maiz a nivel de
invernadero. Para esto, se realizara la evaluacion del cultivo bacteriano en forma de
esporas y células vegetativas y ademas se determinara el efecto de su inoculacién en las

concentraciones 107 y 108 UFC/mL.

2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Localizacion del ensayo
El proyecto se llevé a cabo en el laboratorio de biotecnologia y en el invernadero de

promocion de crecimiento de la Universidad EAFIT, Medellin. Colombia.

2.3.2. Microorganismo y proceso de activacion

Se empled el microorganismo B. subtilis EA-CB0575 aislado en trabajos realizados
previamente por la Universidad EAFIT-AUGURA de la rizésfera de una planta de banano,
Musa AAA cv. Valery, en la finca La Navarra, ubicada en el municipio de Carepa en el Uraba
antioqueno, Colombia. EI microorganismo fue conservado en TSB (“Tryptic Soy Broth”,
Merck) y glicerol (20% v/v) a -80°C e identificado molecularmente por medio de la
secuenciacion del gen 16s rDNA (Ramirez, 2011). La cepa bacteriana, fue activada en
medio TSA (“Tryptic Soy Agar’, Merck) al 50% a 30°C por 24 horas antes de su uso

experimental.

2.3.3. Medios de cultivo

Para el cultivo liquido del microorganismo se prepararon 2 medios de cultivo: medio SBM y
medio TSB, cuyos componentes se encuentran en el Anexo 1. El medio de cultivo SBM
modificado (Posada, 2012) fue utilizado para la produccion de esporas y el medio de cultivo
TSB (“Tryptic Soy Broth”, Merck) se empled para la produccion de celulas vegetativas.

Adicionalmente se empleara el medio TSA para activacion del microorganismo.
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2.3.4. Fermentacion del microorganismo a nivel de matraz

Para el cultivo de las esporas o células vegetativas del microorganismo se prepararon
preindculos de 20 mL en Erlenmeyer de 100 mL y se dejaron en agitacién por 12 horas a
30°C y 150 rpm. Estos cultivos se transfirieron a 180 mL de medio de cultivo TSB en
Erlenmeyer de 1L, para los tratamientos con células vegetativas, o 180 mL de medio SBM
modificado, para los tratamientos con esporas (Posada, 2012). Los cultivos se agitaron a
150 rpm y 30°C por un periodo de 24 horas para el caso de tratamientos con células

vegetativas y 72 horas en el caso de los tratamientos con esporas.

o Obtencion de esporas y células vegetativas en diferentes concentraciones

Cumplido el tiempo de fermentacion se realizé un choque térmico al cultivo sometiéndolo a
80°C durante 20 minutos para asegurar la muerte de las células vegetativas presentes.
Posteriormente se procedié a la separacion de la biomasa del cultivo por medio de
centrifugacién a 4500 rpm por 15 minutos. El sobrenadante del cultivo se descartd y el pellet
se resuspendié en agua destilada estéril (ADE) hasta concentracion de 107 y 108 UFC/mL
de acuerdo con la curva de calibracion absorbancia vs UFC/mL (Anexo 2) El mismo
procedimiento de ajuste de la concentracién empleando la curva de calibracion se realizo
para las células vegetativas pero en este caso no se realizdé choque térmico sino que se

procedio directamente al ajuste de la densidad optica.

2.3.5. Material vegetal

Se utilizaron semillas de maiz (ICA V-109 amarillo R) de Agrosemillas S.A., estas se trataron
con etanol al 70% durante 10 minutos e hipoclorito de sodio al 5% (v/v) por 15 min y se
realizaron tres lavados con agua destilada estéril (ADE) de 5 minutos cada uno, ademas,
se utilizé vacio para facilitar el proceso de desinfeccién del material. Luego, el material, se
dispuso para su pregerminacion, por un periodo tres dias en oscuridad en cajas de Petri
con papel absorbente previamente esterilizado. Una vez pregerminadas estas semillas

fueron empleadas para la evaluacion a nivel de invernadero.
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2.3.6. Inoculacion del B. subtilis EA-CB0575 en las plantas de Zea mays a nivel
de invernadero

Las semillas desinfectadas y pregerminadas se inocularon con los tratamientos
correspondientes Tabla 2-1. La inoculacién se realizé sumergiendo las semillas en las
soluciones por un periodo de 1 hora y llevando a un shaker a 150 rpm. Una vez cumplido
este tiempo, las semillas se sembraron en macetas con 400 gr de sustrato estéril compuesto
por una mezcla de 1:0.5:1:0.5 de arena, organicos, tierra y cisco de arroz, las cuales se
dispusieron en forma aleatoria en el invernadero y permanecieron alli por 2 meses. Este
ensayo se realizd bajo las condiciones medioambientales de la ciudad de Medellin,

Temperatura media 24°C, luminosidad 12h/12h y humedad relativa 55%.

Tabla 2-1. Tratamientos para la evaluacion de la inoculacion de esporas y células vegetativas de B. subtilis
EA-CB0575 en las variables fisiolégicas de Zea mays a nivel de invernadero.

Tratamiento Descripcion de los tratamientos

TSB 107 Células vegetativas de B.subtilis EA-CB0575 en una concentracion de 1*107 UFC/ mL

TSB 108 Células vegetativas de B.subtilis EA-CB0575 en una concentracion de 1*108 UFC/ mL

SBM 107 Esporas de B.subtilis EA-CB0575 en una concentracion de 1*107 UFC/ mL
SBM 108 Esporas de B.subtilis EA-CB0575 en una concentracion de 1*108 UFC/ mL
Control Agua Control absoluto (agua destilada estéril)

Luego de 2 meses de crecimiento en invernadero, las plantas se desprendieron de las
macetas y sustrato de cultivo, se lavaron con abundante agua y se dividio la parte aérea
(hojas y pseudotallo) y la parte radicular (raiz). Las variables fisiolégicas evaluadas se

indican en la Tabla 2-2.
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Tabla 2-2. Variables de crecimiento en evaluacion para determinar el efecto de la inoculacién de esporas,

células vegetativas y sobrenadante libre de células en los cultivos de Zea mays a nivel de invernadero

Variable Descripcion Unidad
LA se realizara una medicion de la distancia desde el pseudotallo y la hoja de mayor
cm
longitud *

PSA Las muestras seran secadas en un horno a 60°C durante tres dias, transcurrido este
. i i ar
tiempo se pesara la parte aérea seca de cada planta*®

PSR Las muestras seran secadas en un horno a 60°C durante tres dias, transcurrido este
. i . ar
tiempo se pesara la parte radicular seca de cada planta*

PST Sera realizada una sumatoria entre el peso seco aéreo y el peso seco radicular de cada
ar
planta

*Se empled un flexémetro en la medicién de la longitud aérea. **Todos los pesos se determinaron con una

balanza electrénica con una resolucion de 0.01g.

2.3.7. Analisis estadistico de los datos

Para la evaluacion de la promocién de crecimiento, la concentracion y estructura efectiva
de B. subtilis EA-CB0575, se realizaron 3 ensayos unifactoriales en tiempos independientes
y a nivel de invernadero, los cuales constaron de 3 unidades experimentales por
tratamiento, cada una con tres plantas. Los resultados obtenidos de las variables de
crecimiento, se analizaron estadisticamente haciendo uso de software Statgraphics
Centurion XV. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza de
95%. Para evaluar las diferencias significativas entre los tratamientos evaluados vy las
variables de promocion de crecimiento, se realizé un anadlisis de rangos multiples LSD. La
verificacion de supuestos de normalidad de residuales, igualdad de varianzas e
independencia de residuos se realizé por medio de los test de Kolmogorov, Levenne y de
la grafica de residuos vs. Orden de corrida. En el caso de los datos que no cumplieron con
los supuestos se realizé un analisis no paramétrico por medio del test de Kruskal Wallis con
un nivel de confianza del 95%. Con los resultados obtenidos se realizaron tres analisis

diferentes, los cuales se presentan a continuacion:

Andlisis 1: Con el fin de evaluar la promocion de crecimiento B. subtilis EA-CB0575 en los
diferentes tratamientos inoculados se utilizé como factor de estudio el tratamiento inoculado

en los niveles: células vegetativas en una concentracion de 107 UFC/mL, células
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vegetativas en una concentracion de 108 UFC/m, esporas en una concentracion de 107
UFC/mL, esporas en una concentracion de 102 UFC/mL y el control absoluto compuesto
por agua destilada estéril. Se realizaron las comparaciones con el fin de determinar
diferencias entre tratamientos. Para este analisis se compararon todos los tratamientos con
el fin de conocer los de mayores o menores efectos de promocién respecto al control sin

aplicacion del microorganismo en sus diferentes formas y concentraciones.

Analisis 2: Para determinar la concentracion efectiva del microorganismo, se realizé la
evaluacién de la concentracién (107 y 108 UFC/mL) primero para el microorganismo en
forma de esporas y luego para el microorganismo en forma de células vegetativas, por
separado. Ademas se evalud el control absoluto sin inoculacién. Los tratamientos
evaluados fueron: el control absoluto, el microorganismo en forma de células vegetativas
en una concentracion de 107 UFC/mL y células vegetativas en una concentracién de 108
UFC/mL y separadamente, con esto se hizo la primera parte de este analisis y
posteriormente, el control absoluto, esporas en una concentracion de 10’ UFC/mL y esporas

a 108 UFC/mL para la segunda parte de este andlisis.

Analisis 3: En el caso de la evaluacion de la estructura efectiva del microorganismo, se
evaluaron ambas estructuras en las dos concentraciones, 107 y 108 UFC/mL. Para ello, se
realiz6 un analisis de los datos empleando los resultados de las aplicaciones del
microorganismo en forma de esporas, o células vegetativas en la concentracion de
aplicacion 10" UFC/mL el factor de estudio fue el tratamiento inoculado en los niveles:
células vegetativas en 107 UFC/mL, esporas en 107 UFC/mL y control absoluto.
Posteriormente, se evaluaron los datos de la concentracion de aplicacion 108 UFC/mL tanto
para esporas como células vegetativas, el factor de estudio fue el tratamiento inoculado y

los niveles: células vegetativas en 108 UFC/mL y esporas 108 UFC/mL y control absoluto.
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2.4. Resultados y discusién

2.4.1. Efecto de la aplicaciéon de esporas y células vegetativas de B. subtilis

EA-CB0575 en dos concentraciones de aplicacion en plantas de maiz.

Con el fin de determinar el efecto en la promocion de crecimiento del B.subtilis EA-CB0575
en los tratamientos TSB 107, TSB 108, SBM 107, SBM 108 (ver Tabla 2-3) se realizaron tres
ensayos experimentales, a continuacion se presenta un resumen de los resultados

obtenidos en cada ensayo.

Las pruebas realizadas con B. subtilis EA-CB0575, demostraron que la inoculacion del
microorganismo en forma de esporas y células vegetativas en diferentes concentraciones
tiene un efecto en el crecimiento y desarrollo de la planta de maiz a nivel de invernadero,
las variables PSA, PSR y PST fueron consistentes en mostrar resultados positivos en los
diferentes ensayos evaluados, con porcentajes de aumento entre el 19 y el 61%, sin
embargo, el ensayo 3 no presento diferencias significativas con el control encontrandose
una reproducibilidad del 67% (ver Tabla 2-3).

Tabla 2-3. Resumen de los resultados de los tres ensayos realizados para determinar el efecto promotor de

crecimiento B. subtilis EA-CB0575 sobre las variables fisioldgicas de Zea mays a nivel de invernadero.

. . Aumento | Valor e
Ensayo Resultado Variables Tratamientos (%) = Reproducibilidad
(J
TSB 107, TSB108 SBM
LA 23-47 0.0000
107,SBM 108
;| Haypromocionde ——pop TSB 107,SBM 10° 19-21 | 0.0067
crecimiento
PSR TSB 107,TSB 108 51-53 | 0.0015
PST TSB 107,TSB 108 31-40 0.0015
PSA TSB 108,SBM 107 49-61 0.0361 67%
Hay promocioén de
2 o PSR TSB 108 38 0.0108
crecimiento
PST TSB 108,SBM 107 43-47 0.0046

No hay promocion )
3 o No Aplica
de crecimiento
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Para el estudio realizado se presentan los resultados de la promocion de crecimiento de la
variable PSR (Figura 2-1). En el ensayo 1 los tratamientos con células vegetativas en las
concentraciones 107 y 108 UFC/mL (TSB 107, TSB 108) incrementaron esta variable entre el
51y 53% respecto al control y los tratamientos con esporas en las diferentes dosis aplicadas
al microorganismo (SBM 107 y SBM 108) no presentaron diferencias significativas. En el
ensayo 2, los tratamientos con esporas en las concentraciones 107 y 108 UFC/mL vy el
tratamiento con células vegetativas en 10” UFC/mL no presentaron diferencias significativas
respecto al control, sin embargo el tratamiento con células vegetativas en 108 UFC/mL
presento un incremento del 38% respecto al control. Los resultados presentados muestran
que los tratamientos con células vegetativas fueron consistentes al promover el crecimiento
de la planta, sin embargo el incremento en esta variable al inocular las células vegetativas

del microorganismo en una concentracion de 108 UFC/mL fue comuin en ambos ensayos.

Se ha encontrado que las PGPR favorecen el crecimiento de la plantas mediante diversos
mecanismos, los cuales, comprenden la solubilizacion de los nutrientes del suelo, la fijacién
de iones insolubles y la sintesis de hormonas de crecimiento (Caballero-Mallado, 2006;
Compant et al.,, 2005; Sarabia Ochoa et al., 2010). En estudios realizados, se ha
demostrado la capacidad promotora del crecimiento de varias de estas bacterias
(Chowdhury et al., 2013; Dey et al., 2004; Lavakush et al., 2014; Mehnaz, 2011; Mia et al.,
2010; Vardharajula et al., 2011). Por ejemplo, Dey y colaboradores en 2004, aislaron 9
PGPR del género Pseudomonas spp. de la rizésfera de mani y evaluaron el rendimiento
del cultivo en campo durante 3 afios, finalizado el tiempo, encontraron que tres de los nueve
microorganismos incrementaron el rendimiento del cultivo entre un 18 y 28% respecto al
control (Dey et al., 2004). En cereales, se ha encontrado beneficiosa la aplicacion de estos
microorganismos cuando se realiza una adecuada seleccién de la cepa de estudio (Biswas
et al., 2000; Ramirez and Kloepper, 2010; Terouchi and Syono, 1990). Cakmakci y
colaboradores en 1999, demostraron que la aplicacién de géneros como Bacillus,
Pseudomonas y Azospirillum en sus formas vegetativas incrementan el peso y la absorcion
de nutrientes de la planta en un cultivo de cebada (Cakmakci et al., 1999), Ademas, varios
estudios relacionados con cereales han puesto de manifiesto que la inoculacion de estos
microorgaismos aumentan los rendimientos de cultivos como arroz, canola, trigo y maiz (de
Freitas, 2000; de Freitas et al., 1997; Egamberdiyeva, 2007; Sudha et al., 1999).
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Figura 2-1. Peso seco radical de las plantas de maiz inoculadas con células vegetativas y esporas de B.

subtilis EA-CB0575 en dos concentraciones (107 y 108 UFC/mL) en los ensayos 1y 2.
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gua
=HPSR 0.50 0.42 0.81 0.73 0.48

*Letras diferentes representan diferencias significativas respecto al control seguin test LSD con a=0.05. A.

PSR en el ensayo 1, B. PSR en el ensayo 2.

2.4.2. Efecto de la aplicacion de dos concentraciones de B. subtilis EA-
CBO0575 en plantas de maiz.

Para determinar el efecto de la concentracién efectiva de las células vegetativas y esporas

del microorganismo, se evaluaron ambas estructuras en las concentraciones 107 y 108

UFC/mL. La Tabla 2-4 presenta un resumen de los resultados obtenidos en los tres ensayos

experimentales realizados.
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Tabla 2-4. Resumen de los resultados para determinar la concentracién de las células vegetativas y esporas

de B. subtilis EA-CB0575 sobre las variables fisiolégicas de Zea mays a nivel de invernadero.

. Concentraciéon | Aumento | Valor
Estructura | Ensayo | Resultado | Variables Reproducibilidad
(UFC/mL) (%) P
Hay LA 107, 108 35-47 | 0.0000
1 promocion  mpsR 107, 108 5153 |0.0180
de
crecimiento PST 107, 108 31-40 |0.0085
Hay PSR 108 38 0.0118
Células promocién
. 2 67%
Vegetativas de PST 108 43 0.0147
crecimiento
No hay
promocion
3 No Aplica
de
crecimiento
Hay LA 107, 108 23-35 | 0.0001
1 promocion
de PSA 107, 108 14-19 | 0.0085
crecimiento
Hay LA 107 30 0.0371
Esporas 5 pro”;"dé” PSA 107 61 | 0.0349 67%
e
crecimiento PST 107 47 0.0133
Hay
promocioén
3 No aplica
de
crecimiento

Los resultados indican que ambas concentraciones de aplicacién incrementaron el

desarrollo de las variables fisioldégicas evaluadas en la planta. Los tratamientos con células

vegetativas en una concentracion de 102 UFC/mL presentaron un efecto promotor en las

variables de respuesta LA, PSR, PSA y PST con porcentajes de aumento entre el 31 y el

53% en los ensayos 1 y 2, mientras que las células vegetativas en una concentracion de

107 UFC/mL presentaron un incremento en las mismas variables pero solo en el ensayo 1.

En cuanto a los tratamientos en forma de esporas, se obtuvo que inocular una

concentracion de 108 UFC/mL hubo un efecto promotor del 14 al 19% y del 23 al 35% en
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las variables LA y PSA respectivamente, sin embargo, la concentracion 107 UFC/mL
influencié la promocion de crecimiento de las variables LA, PSA y PST en los ensayos
experimentales 1 y 2 con un porcentaje de incremento de 14 al 61%. Respecto a la
reproducibilidad de las evaluaciones, puede observarse que para ambas estructuras
evaluadas, el ensayo 3 no presentd diferencias significativas respecto al control, lo que
evidencia una reproducibilidad del 67%. Adicionalmente, los resultados obtenidos muestran
que la inoculacion de las células vegetativas en una concentracion de 108 UFC/mL vy la
inoculacion de esporas del microorganismo en 10 UFC/mL favorecen la promocién de

crecimiento de la planta.

Se ha encontrado que para el género Bacillus spp. las concentraciones por encima de 10°
UFC/mL son efectivas (Bai et al., 2002; Jiang et al., 2014; Liu et al., 2006). En cultivos de
maiz, la inoculacién de las células vegetativas de P. alcaligenes PsA15, B. polymyxa BcP26
y M. phlei MbP18, en una concentracion de 10’ UFC/mL incremento el peso seco aéreo de
la planta entre 17 y el 30% y el peso seco radical entre un 19 y 52% respecto al control
(Egamberdiyeva, 2007). Joo y colaboradores aplicaron las células vegetativas de los
microorganismos B cereus MJ-1, B. macroides CJ-29 y B. pumilus CJ-69 en una
concentracion de 10° UFC/mL y encontraron B. pumilus CJ-69 aumento la longitud aérea y
peso fresco radical del cultivo de pimiento rojo en un 12 y 20% respectivamente (Joo et al.,
2004). En la Figura 2-2, se presentan los datos de PST de las células vegetativas de B.
subtilis EA-CB0575 en ambas concentraciones de aplicacion. En los ensayos 1y 2 con esta
variable tuvo un incremento entre el 31 y 40% cuando se inoculé en ambas concentraciones

y del 38% cuando se inoculd en una concentracién de 108 UFC/mL.
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Figura 2-2. Peso seco total de las plantas de maiz inoculadas con células vegetativas de B. subtilis EA-
CBO0575 en dos concentraciones (107 y 108 UFC/mL) en los ensayos 1y 2.
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*Letras diferentes representan diferencias significativas respecto al control segun test LSD con a=0.05. A.

PST, células vegetativas en el ensayo 1, B. PST, células vegetativas en el ensayo 2.

Estudios realizados por Ramirez y Kloepper (2010), demostraron que cuando las esporas
de B. amyloliquefaciens FZB45 son aplicadas en una concentracién de 10° UFC/mL en
cultivos de col china, se obtienen incrementos del 63% en el peso fresco aéreo de la planta.
Jetiyanon y Plianbangchang evaluaron en 2010, la eficiencia y concentracion 6ptima de la
cepa B. cereus RS87 sobre la promocién de crecimiento del cultivo de arroz a nivel de
invernadero y campo, encontrando un mayor desarrollo de las raices respecto al control
cuando se inoculé el microorganismo en forma de esporas en una concentracion de 108
UFC/mL (Jetiyanon and Plianbangchang, 2010).

Estos resultados son congruentes con los presentados por Posada en 2012, quien estudio
la promocion de crecimiento de B. subtilis EA-CB 0575 en cultivos de banano y determiné
que las dosis superiores a 10¢ UFC/mL promueven el crecimiento de la planta gracias a que
la presencia de concentraciones altas del microorganismo favorece la expresion de los
mecanismos de accion de las PGPR como la produccion de metabolitos secundarios y la

competencia por nutrientes o espacio (Posada Uribe, 2012). En la Figura 2-3, se observa
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un incremento del 47% respecto al control en la variable de respuesta PST cuando se

inoculd una concentracion 107 UFC/mL de esporas del microorganismo.

Figura 2-3. Peso seco total de las plantas de maiz inoculadas con las esporas de B. subtilis EA-CB0575 en

concentraciones de 107 y 108 UFC/mL en el ensayo 2.
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*Letras diferentes representan diferencias significativas respecto al control segun test LSD con a=0.05.

243. Efecto de la aplicacion de esporas y células vegetativas de B. subtilis
EA-CB0575 en plantas de maiz

Con el fin de determinar las estructuras efectivas para la promocion de crecimiento, se
evaluaron las esporas y células vegetativas en las concentraciones de aplicacién 107 y 108
UFC/mL (ver Tabla 2-5). Se encontré que la estructura del B. subtilis EA-CB0575, present6

resultados prometedores frente a la promocién de crecimiento de la planta de maiz.

Los resultados presentados muestran que tanto la inoculacion de esporas como de células
vegetativas promovieron el crecimiento de las variables de respuesta en evaluacion
respecto al control, con porcentajes de aumento entre el 14 y 61%. Sin embargo, la
inoculacion de los tratamientos con esporas en la concentracion 10" UFC/mL y los
tratamientos con células vegetativas en la concentracion 108 UFC/mL beneficiaron
mayormente las variables de respuesta en evaluacion. La reproducibilidad para los ensayos
realizados en la concentracion 10" UFC/mL fue del 67% y para los ensayos en 108 UFC/mL
fue del 100%, ya que en todos los ensayos experimentales a nivel de invernadero se

promovio el crecimiento de las variables en evaluacion.
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Tabla 2-5. Resumen de los resultados para determinar la estructura de B. subtilis EA-CB0575 en una

concentracion de 107 UFC/mL y 108 UFC/mL sobre las variables fisiologicas de Zea mays a nivel de

invernadero.
Concentracién . Aumento | Valor o
Ensayo | Resultado | Variables Estructura Reproducibilidad
(UFC/mL) (%) P
Hay LA Células Vegetativas Esporas | 23-35 |0.0000
1 promocion PSA Células Vegetativas Esporas | 14-19 | 0.0085
de PSR Células Vegetativas 53 0.0121
crecimiento . -
PST Células Vegetativas 40 0.007
LA Esporas 13 0.0103
Hay P
107 ) promocic’)n PSA Esporas 61 00186 67%
de PSR Esporas 31 0.0107
crecimiento
m PST Esporas 47 |0.0049
No hay
promocion
3 No Aplica
de
crecimiento
Células Vegetativas
LA 35-47 | 0.0000
Hay Esporas
promocion
1 q PSA Esporas 21 0.0302
e
crecimiento PSR Células Vegetativas 51 0.0052
PST Células Vegetativas 31 0.0138
Ha Células Vegetativas
108 y LA 19-21 | 0.0000 100%
) promocién Esporas
de PSR Células Vegetativas 38 0.0341
imient
crecimiento mos7 Células Vegetativas 43 [0.0272
Hay
promocion Células Vegetativas
3 LA 21-25 |0.0316
de Esporas
crecimiento

Son pocos los trabajos relacionados con el efecto de la concentracién y estructura del

microorganismo al ser aplicado al suelo, sin embargo estos parametros son cruciales para
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obtener resultados éptimos y efectivos (Bai et al., 2002; Singh et al., 2013). La estructura a
utilizar dependera del microorganismo en evaluacion (Bashan, 1998; Compant et al., 2010).
Killian y colaboradores en 1983 estudiaron los mecanismos de accion del B.subtilis FZB42®
en forma de esporas y encontraron que la inoculacion de ambas estructuras mejora la
absorcion de agua y nutrientes, provoca resistencia sistémica y promueve la promocion del

crecimiento de diversos cultivos en su mayoria cereales (Kilian et al., 1983).

Estudios mas recientes, realizados con las células vegetativas y esporas de la cepa B.
cereus RS87 en cultivos de arroz, determinaron que ambas estructuras generan un efecto
promotor en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Jetiyanon et al., 2008). Ma et al.
(2009) llevaron a cabo experimentos con las células vegetativas de B. thuringiensis (Bt)
Cry3Bb en plantas de maiz y obtuvieron un aumento en el rendimiento de las semillas y
desarrollo de raices de un 11% a un 66% con respecto al control. La Figura 2-4, muestra
los datos correspondientes al analisis para la variable de respuesta LA cuando se inoculd
con las esporas y ceélulas vegetativas del microorganismo en una concentracion de
107UFC/mL, en el ensayo 1, la variable, tuvo incremento del 25 al 35% en las dos
estructuras de la bacteria y en el ensayo 2, incrementé en 15.67 cm respecto al control

absoluto gracias a la inoculacion de las esporas del microorganismo.

Diferentes reportes han establecido las ventajas entre una y otra estructura, se ha estudiado
que las células vegetativas colonizan y se multiplican rapidamente en la raiz de las plantas
y dependen de la disponibilidad de nutrientes y la facilidad de asimilacién de los mismos en
el metabolismo celular de la bacteria, las esporas, por su parte, son estructuras sélidas,
resistentes a las condiciones adversas del medio y de estrés, lo cual favorece su uso para
la formulacion de productos biofertilizantes en diferentes cultivos, pero son necesarias
condiciones 6ptimas en el suelo y su proceso de colonizacion es lento (Berendsen et al.,
2015; Bowen et al., 1999; Earl et al., 2008; Errington, 2003; Kozyrovska et al., 1997; Liu et
al., 2006; Stephens and Rask, 2000).
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Figura 2-4. Longitud aérea de las plantas de maiz inoculadas con células vegetativas y esporas de B. subtilis
EA-CB0575 en una concentracion 107 UFC/mL en los ensayos 1y 2.
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*Letras diferentes representan diferencias significativas respecto al control segun test LSD con a=0.05. A. LA

en ensayo 1, B. LA en ensayo 2.

En la Figura 2-5, se presentan los datos para la variable LA cuando se inoculé con las
esporas y células vegetativas del microorganismo en una concentracion de 108UFC/mL.
Esta, se incremento entre 35y 47% en el ensayo 1y entre el 19 y 21% en el ensayo 2
respecto al control absoluto gracias a la inoculaciéon de las esporas y células vegetativas

del microorganismo.

46



Figura 2-5. Longitud aérea de las plantas de maiz inoculadas con células vegetativas y esporas de B. subtilis

EA-CBO0575 en una concentracion 108 UFC/mL en los ensayos 1y 2.
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*Letras diferentes representan diferencias significativas respecto al control segun test LSD con a=0.05, A.
PST en el ensayo 1, B. PST en el ensayo 2.

2.5. Conclusiones

Se realizd la evaluacién de la inoculacion de las esporas y las células vegetativas del B.
subtilis EA-CB0575 en las concentraciones de 107 y 108 UFC/mL mediante una serie de
analisis de evaluaciones unifactoriales en las cuales se evaluaron los tratamientos
inoculados, las concentraciones inoculadas o las estructuras del microorganismo aplicadas
a las plantas de maiz. Se determind que el microorganismo en sus diferentes formas
estructurales y concentraciones evaluadas presenta un efecto promotor de crecimiento en
Zea mays por medio del incremento significativo de las variables de respuesta, PSA, LA,
PSR y PST. Cuando se trabaja con la estructura vegetativa del microorganismo es mas
reproducible el resultado positivo de promocién, en una concentracién de 108 UFC/mL y
cuando se trabaja con las esporas se recomienda trabajar con una concentracion de

aplicacion de 107 UFC/mL.
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3. Evaluacion del efecto de la inoculacion de
esporas y células vegetativas de B. subtilis
EA-CB0575 sobre las variables fisiolégicas de

Solanum lycopersicum a nivel de invernadero.

3.1. Resumen

El tomate es uno de los cultivos horticolas con mayor demanda en el mundo y representa
el 30% de la produccion de hortalizas a nivel mundial, su cultivo requiere niumerosos
nutrientes y es muy delicado a condiciones extremas como temperatura, pH del suelo y
condiciones de sequia (Sanchez Lépez et al, 2012). Se han planteado diferentes
estrategias con el fin de proteger su calidad y produccion a nivel mundial, entre ellas el uso
de diferentes PGPRs del género Bacillus. En este estudio se evalué la cepa B.subtilis EA-
CBO0575 en forma de esporas y células vegetativas, en dos concentraciones de aplicaciéon
(107 y 10® UFC/mL) mediante 3 ensayos unifactoriales completamente aleatorios para
determinar la promocién de crecimiento, concentracion y estructura efectiva del
microorganismo en el cultivo de tomate. Se encontré que la inoculacién del microorganismo
ya sea en células vegetativas o esporas y en ambas concentraciones de aplicacion tuvo
diferencias significativas respecto al control y aumenté el crecimiento de las variables PSA

y PST de la planta a nivel de invernadero.

3.2. Introduccioén

El tomate es el segundo cultivo horticola mas importante en el mundo. Su produccién global
es de mas de 100 millones de toneladas, su superficie cultivada se ha incrementado cerca
del 23% durante los ultimos 10 afos y sus mayores productores son China, Estados unidos,
India, Turquia y Egipto (FAO, 2013). En Colombia, su produccion se concentra
principalmente en los departamentos de Cundinamarca, Norte de Santander, Valle del

Cauca, Boyaca, Huila, Antioquia, Risaralda y Caldas. En la actualidad el pais produce 546

48



toneladas en aproximadamente 11.304 ha, de las cuales el 30%, se encuentran bajo
condiciones de invernadero (FAO, 2013; Gajc-Wolska et al., 2015; Miranda et al., 2009).

Para crecer satisfactoriamente este cultivo necesita nutrientes como nitrégeno, fésforo,
potasio, calcio y magnesio (Zaidi et al., 2015). La utilizacién de fertilizantes, fungicidas y
pesticidas quimicos se ha considerado como un método fundamental para la mejora y
rendimiento de estos cultivos, sin embargo, han conducido a su vez a la contaminacion del
agua, acidificacién de los suelos y al aumento de la frecuencia de aparicion de
enfermedades en los cultivos (Guo et al., 2010). Se ha estudiado el papel de las PGPR
como un potencial biofertilizante y agente biocontrolador para mejorar la disponibilidad y
asimilacién de los nutrientes del suelo y controlar microorganismos patégenos presentes

en el mismo (Bashan et al., 2008; Bernabeu et al., 2015; Sripontan et al., 2014).

Diferentes géneros bacterianos como Azospirillum, Pseudomonas, Azotobacter y Bacillus
han sido reportados como promotores del crecimiento en diferentes cultivos (Ardebili et al.,
2011; Ashwini and Srividya, 2014; Ekin et al., 2009; Fatemeh et al., 2014; Turan et al., 2014).
De estos géneros, Bacillus spp. ha sido estudiado ampliamente para la promocion de
crecimiento y biocontrol de hortalizas como el tomate (Murphy et al., 2003; Serrano et al.,
2013; Xiao-ying et al., 2015). Entre las especies que componen este género, B.subtilis ha
sido de las mas estudiadas en el cultivo del tomate, encontrando incrementos en la
produccién de biomasa, el rendimiento del cultivo y la longitud aérea de la planta
(Chowdappa et al. 2013; Adesemoye et al. 2008; Felici et al. 2008).

B.subtilis EA-CB 0575, es una rizobacteria promotora de crecimiento de diversos cultivos
(Cuéllar Gaviria, 2014; Posada Uribe, 2012).Se presume que su inoculacion en diferentes
morfologias y concentraciones de aplicacién puede generar cambios en las variables
fisioldgicas de tomate en etapas tempranas del crecimiento a nivel de invernadero. Para
esto, se realizara la evaluacion del cultivo bacteriano en forma de esporas y células
vegetativas y ademas se determinara el efecto de su inoculacion en las concentraciones
10" y 108 UFC/mL.

3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Localizacién del ensayo
El proyecto se llevd a cabo en el laboratorio de biotecnologia y en el invernadero de

promocioén de crecimiento de la Universidad EAFIT, Medellin. Los ensayos se realizaron
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bajo las condiciones medioambientales de esta ciudad, Temperatura media 24°C,
luminosidad 12h/12h y humedad relativa 55%.

3.3.2. Microorganismo y proceso de activaciéon

Fue utilizado el microorganismo B. subtilis EA-CB0575 aislado en trabajos realizados
previamente por la Universidad EAFIT-AUGURA de la rizésfera de una planta de banano,
Musa AAA cv. Valery, su crioconservacion, identificacion y proceso de activacion se

explican con detalle en el numeral 2.3.2.

3.3.3. Medios de cultivo y fermentacion del microorganismo a nivel matraz

Se emplearon los medios de cultivo SBM modificado para la produccion de esporas del
microorganismo (Posada, 2012) y el medio TSB (“Tryptic Soy Broth”, Merck) para la
produccion de las células vegetativas (ver Anexo 1). La fermentacion del microorganismo
siguio la metodologia descrita en el numeral 2.3.4. y se realiz6 una separacion mediante
centrifugaciéon a 4500 rpm por 15 minutos, el pellet de estos cultivos fue resuspendido en
ADE hasta obtener concentraciones de 10" y 108 UFC/mL de acuerdo con la curva de
calibracion absorbancia vs UFC/mL (Anexo 2). Previo a la separacion de biomasa, al cultivo
de esporas se le realizé un choque térmico (a 80°C durante 20 minutos) para asegurar la

muerte de las células vegetativas presentes.

3.3.4. Material vegetal y siembra a nivel de invernadero

Se utilizaron semillas de tomate variedad Santa Cruz de Agrosemillas S.A., las cuales
fueron desinfectadas y pregerminadas mediante el protocolo explicado en el numeral 2.3.5.
Posterior a la desinfeccidén, las semillas se sumergieron en los tratamientos
correspondientes (ver Tabla 2-1) y se dispusieron en el shaker a 150 rpm por 1 hora. Una
vez cumplido este tiempo, las semillas fueron sembradas en macetas con 400 gr de sustrato
estéril compuesto por una mezcla de 1:0.5:1:0.5 de arena, organicos, tierra y cisco de arroz,
las cuales se dispusieron en forma aleatoria en el invernadero y permanecieron alli por 2

meses.

3.3.5. Analisis estadistico de los datos
Luego de 2 meses de crecimiento, las plantas fueron desprendidas del sustrato, se lavaron

con abundante agua, se separo la parte aérea de la radicular y se midieron las variables de
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respuesta que se presentan en la Tabla 3-1. Se evalud la promocién de crecimiento, la
concentracién y la estructura efectiva del microorganismo mediante 3 ensayos
unifactoriales realizados en tiempos independientes a nivel de invernadero con 3 unidades
experimentales por tratamiento cada uno con tres plantas, los andlisis realizados para dicho

fin se describen en detalle en el numeral 2.3.7

3.4. Resultados y discusion

3.4.1. Efecto de la aplicaciéon de esporas y células vegetativas B. subtilis EA-

CB0575 en dos concentraciones de aplicacion en plantas de tomate.

Para determinar el efecto de la promocion de crecimiento de B.subtilis EA-CB0575, se
realizaron 3 ensayos experimentales, con el fin de ver su reproducibilidad y cuales de los
tratamientos inoculados (TSB 107, TSB 108, SBM 107, SBM 108) tiene un mayor efecto sobre
las variables de respuesta evaluadas. Los resultados de cada ensayo experimental para

determinar dicho efecto promotor se presentan a continuacion.

Tabla 3-1. Resumen de los resultados de los tres ensayos realizados para determinar el efecto promotor de
crecimiento B. subtilis EA-CB0575 sobre las variables fisiolégicas de Solanum lycopersicum a nivel de

invernadero.
Ensayo | Resultado | Variables Tratamientos Porcentajeode Valor P | Reproducibilidad
aumento (%)
Hay
1 promocion de PSA TSB 108 86 0.0338
crecimiento
TSB 108, SBM 107,
Hay PSA SBM 108, TSB 107 36-84 0.0000
2 promocion de 67%
crecimiento 8 7
TSB 108, SBM 107, 0.0000
PST SBM 108 34-76
No hay
3 promocion de No Aplica
crecimiento

Los resultados muestran que la inoculacion de las células vegetativas del B. subtilis EA-
CB0575 en una concentracion de 108 UFC/mL promueve el crecimiento de las variables
PSA y PST de la planta de tomate a nivel de invernadero con un porcentaje de aumento
promedio del 82% respecto al control absoluto sin inocular. La variable PSA fue consistente

en presentar resultados positivos en los diferentes ensayos evaluados, sin embargo, el
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ensayo 3 no presentd diferencias significativas respecto al control encontrandose una
reproducibilidad del 67% (ver Tabla 3-1).

Los resultados de la promocion de crecimiento de la variable PSA se presentan en la Figura
3-1, se muestra que para los ensayos 1y 2 el tratamiento con las células vegetativas del
microorganismo en una concentracion de 102 UFC/mL incremento significativamente esta
variable presentando incrementos del 86 y 83% respectivamente. Adicionalmente en el
ensayo 2, los tratamientos SBM 107, SBM 108 y TSB 107 presentaron incrementos respecto
al control de 56, 43 y 36% respectivamente. Gracias a estos resultados puede inferirse que
la inoculacién de las células vegetativas del microorganismo en una concentracion de 108

UFC/mL favorece el aumento de esta variable en el cultivo.

Figura 3-1. Peso seco aéreo de las plantas de tomate inoculadas con células vegetativas y esporas de B.

subtilis EA-CB0575 en dos concentraciones (107 y 108 UFC/mL) en los ensayos 1y 2
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Letras diferentes representan diferencias significativas respecto al control segun test LSD con a=0.0. A. PSA

en el ensayo 1, B. PSA en el ensayo 2.
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Las PGPRs promueven el crecimiento de los cultivos mediante diferentes mecanismos,
directamente a través de la mejora en la toma de nutrientes o la alteracién de los niveles de
fitohormonas e indirectamente mediante la supresién de los efectos inhibidores de diversos
patdgenos, estos mecanismos, pueden actuar directa o indirectamente en la planta, lo que
implica un crecimiento variable de las plantas regulado por la secrecion de compuestos por
parte del microorganismo (Glick, 2012; Zaidi et al., 2015). Diferentes estudios han sido
realizados en este cultivo con diferentes géneros bacterianos (Gaytan et al., 2012; Gravel
et al., 2007; Guel et al., 2008).

Sanchez Lépez y colaboradores en 2012, emplearon las cepas Enterobacter sp. TVL-1y
TVL-2, Pseudomonas sp. PSO12 y PSO14 y Bacillus sp. BEOO2 y BEOO3 en una
concentracion de 108 UFC/mL y concluyeron que TVL-1, TVL-2, PSO14, BEOO2 y BEOO3
fueron capaces de producir sideréforos y ademas que las plantas inoculadas con los
tratamientos TVL-2 y BEOOZ2 duplicaron la longitud aérea la planta transcurridos dos meses
del cultivo (Sanchez Lopez et al., 2012). En 2013, Martinez y colaboradores evaluaron el
efecto promotor de cuatro rizobacterias del genero Bacillus (MA04, MA06, MA12 y MA17)
aisladas de plantas de tomate, encontraron que las cepas MAO4 y MA17 aumentaron el
porcentaje de germinacion de las semillas de tomate en un 5y 6% y las cepas MAOG y
MA12 incrementaron el peso seco de las plantulas en un 17 y 20%. Ademas las cuatros

cepas producen acido indolacetico, solubilizan fosfato (Martinez et al., 2013).

3.4.2 Efecto de la aplicacion de dos concentraciones de B. subtilis EA-CB0575

en plantas de tomate.

Con el fin de determinar la concentracién de aplicacién del B.subtilis EA-CB0575 en forma
de esporas y células vegetativas, fueron evaluadas ambas estructuras en las
concentraciones 107 y 108 UFC/mL. En la Tabla 3-2, se presentan los resultados obtenidos
en los tres ensayos realizados. Los resultados muestran que las células vegetativas del
microorganismo en una concentracion de 108 UFC/mL favorecen la promocién de
crecimiento de las variables PSA y PST en el cultivo de tomate incrementandolas entre un
76y 86% respecto al control, este analisis tuvo una reproducibilidad del 67% ya que ninguna
variable de respuesta del ensayo 3 presentd diferencias significativas respecto al control.
La forma de esporas de B.subtilis EA-CB0575 incrementé entre el 34 y 56% estas mismas

variables cuando se inoculd en las dos concentraciones evaluadas, sin embargo,
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unicamente el ensayo 2 presentd diferencias significativas respecto al control obteniendo

una reproducibilidad del 33% para esta estructura.

Tabla 3-2. Resumen de los resultados para determinar la concentracién de las células vegetativas y esporas

de B. subtilis EA-CB0575 sobre las variables fisiolégicas de Solanum lycopersicum a nivel de invernadero

Estructura

Ensayo

Resultado

Variables

Concentracion

(UFC/mL)

Porcentaje
de
aumento
(%)

Valor

Reproducibilidad

Células
vegetativas

Hay
promocion
de
crecimiento

PSA

108

86

0.0013

PST

108

84

0.0017

Hay
promocion
de

PSA

108

83

0.0000

PST

108

76

0.0000

67%

crecimiento
No hay
promocion
de
crecimiento

No Aplica

No hay
promocion
de
crecimiento

No aplica

Hay
promocion
de
crecimiento

PSA 108,107 43-56 0.001

Esporas 2 33%

PST 108,107 34-48 0.0017

No hay
promocion
de
crecimiento

No aplica

Esto se ha reportado previamente por otros autores, como Yan y colaboradores en 2002,
quienes evaluaron el control bioldgico de la forma vegetativa de la cepa B.pumilus SE34 en
una concentracion de 108 UFC/mL contra el tizon tardio del tomate a nivel de invernadero
y encontraron que la inoculacién de la cepa en las condiciones anteriormente mencionadas
reduce significativamente la enfermedad (42%) respecto al control (Yan et al.,, 2002).
Chowdappa en 2013, encontré que la inocular las células vegetativas de la cepa B.subtilis
OTPB1 en una concentracion 102 UFC/mL las variables longitud radicular, longitud aérea,
peso seco aéreo y peso seco radicular incrementaron en un 28, 17, 16 y 29%
respectivamente (Chowdappa et al., 2013). La Figura 3-2 muestra los datos de la

inoculacién de las células vegetativas en las concentraciones 107 y 102 UFC/mL para la
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variable PST. En los ensayos 1y 2 el tratamiento con la concentraciéon 108 UFC/mL presento

incrementos del 86 y 76% respectivamente respecto al control.

Figura 3-2. Peso seco total de las plantas de tomate inoculadas con células vegetativas de B. subtilis EA-

CBO0575 en dos concentraciones (107 y 108 UFC/mL) en los ensayos 1y 2.
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*Letras diferentes representan diferencias significativas respecto al control segun test LSD con 0=0.0. A. PST

en el ensayo 1, B. PST en el ensayo 2.

La definicion de una concentracion de aplicacion al cultivo es necesaria para garantizar la

coherencia de la promocion de crecimiento y la proteccion de patégenos en los diferentes

ensayos experimentales realizados, sin embargo esta puede depender del microorganismo

en evaluacion (Bais et al., 2004; Singh et al., 2011; Yan et al., 2000). En otros cultivos de

interés horticola se ha reportado que las células vegetativas del genero Bacillus en

concentraciones de aplicacion altas (alrededor de 108- 10" UFC/mL) son beneficiosas para

la promocién del crecimiento (Domenech et al., 2006; Orhan et al., 2006; Turan et al., 2014).

Turan y colaboradores reportaron en 2014 los experimentos realizados en cultivos de
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repollo a nivel de invernadero con microorganismo B. megaterium TV-91C y B.subtilis TV-
17°C, estos resultados concluyeron que al inocular ambos cultivos en la estructura
vegetativa y una concentraciéon de 102 UFC/mL se incrementaron los pesos secos y frescos
tanto aéreos como radicales del cultivo, sin embargo la cepa TV-91C arrojé mejores
resultados con incrementos del 32.9%, 22.6%, 16.0%, y 35.69%, respectivamente (Turan
et al., 2014).

En el cultivo de tomate, Murphy y colaboradores evaluaron en 2003, combinaciones en
forma de esporas y en concentraciones de 10’ UFC/mL de la PGPR del B.subtilis GB03 con
diferentes microorganismos del género Bacillus (B.pumilus SE34, B.amyloliquefaciens
IN937a, B. subtilis IN937b, B.pumilus INR7 y B.pumilus T4) en el cultivo de tomate y
encontraron que la coinoculacién de las cepas GB03/ SE34 , GB03/ INR7 y GB03/ T4
aumentaron la longitud aérea y el peso fresco de la planta en un promedio del 8 y 57%
respectivamente (Murphy et al., 2003). En la Figura 3-3, se observa que la inoculacién del
B.subtilis EA-CB0575 en forma de esporas y en las concentraciones de aplicacién 107 y 108
UFC/mL incrementd en un 48 y 34% respectivamente la variable de respuesta PST respecto

al control absoluto sin inocular.

Figura 3-3. Peso seco total de las plantas de tomate inoculadas con las esporas de B. subtilis EA-CB0575 en
concentraciones de 107 y 108 UFC/mL en el ensayo 2.
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*Letras diferentes representan diferencias significativas respecto al control segun test LSD con a=0.05
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3.4.3 Efecto de la aplicacion de esporas y células vegetativas de B. subtilis
EA-CB0575 en plantas de tomate

Para determinar la estructura del B.subtilis EA-CB0575 en la promocion de crecimiento del
cultivo de tomate se realizé la evaluacion de las células vegetativas y las esporas del
microorganismo en las concentraciones 107 y 108 UFC/mL. Se encontro que la aplicacion
de ambas estructuras incrementa el PSA y PST de la planta. En la Tabla 3-3, se presenta

un resumen de los resultados en cada ensayo experimental.

Tabla 3-3. Resumen de los resultados para determinar la estructura de B. subtilis EA-CB0575 en una
concentracion de 107 UFC/mL y 108 UFC/mL sobre las variables fisiologicas de Solanum lycopersicum a nivel

de invernadero.

Porcentaje
Concentracion . de Valor o
(UFC/mL) Ensayo | Resultado | Variables | Estructura aumento P Reproducibilidad
(%)
No hay
promocion .
1 de No aplica
crecimiento
Hay” PSA %Zrl)glr:ss 36 0.003
romocion .
107 2 P de vegetativas %6 33%
crecimiento | pgT Esporas 48 0.008
No hay
promocion .
3 de No aplica
crecimiento
hay
1 promocion PSA Células 86 0.0433
de vegetativas ‘
crecimiento
Esporas
Hay PSA Células gg 0.0000
108 2 prorzomon vegetativas 67%
e .
crecimiento | psT Células 76 | 0.0000
vegetativas
No hay
promocion .
3 de No aplica
crecimiento

Los resultados indican que ambas estructuras incrementaron el desarrollo de las variables
PSA y PST, Las células vegetativas en una concentracion de 102 UFC/mL fue consistente

en mostrar resultados favorables en los ensayos 1 y 2 con un incremento promedio del
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82%, en el caso de las esporas la concentracion de aplicacion 107 UFC/mL influencid
significativamente el desarrollo de las variables PST y PSA incrementando estas variables
en un 60% respecto al control. La reproducibilidad para los ensayos realizados en la
concentracion 107 UFC/mL fue del 33% ya que Unicamente las variables en el ensayo 2
presentaron diferencias significativas respecto al control, para los ensayos en 108 UFC/mL
la reproducibilidad fue del 67%, ya que en los ensayos experimentales 1 y 2 a nivel de
invernadero se presentaron diferencias respecto al control. En la Figura 3-4, se observa que
la inoculacion de esporas y células vegetativas de B.subtilis EA-CB0575 en la concentraciéon
10" UFC/mL incremento el desarrollo de la variable PSA a nivel de invernadero, sin embargo
la inoculacion con las esporas tuvo un efecto mayor respecto al control con un porcentaje

de aumento del 56%.

Figura 3-4. Peso seco aéreo de las plantas de tomate inoculadas con células vegetativas y esporas de B.

subtilis EA-CB0575 en una concentracion 107 UFC/mL en el ensayo
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w
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HPSA 0.05 0.07 0.11

*Letras diferentes representan diferencias significativas respecto al control segun test LSD con a=0.05.

En la literatura existen diferentes relacionados con la aplicacion de las células vegetativas
o esporas del género Bacillus, las diferencias entre una estructura u otra se basan en la
capacidad de soportar condiciones de estrés, su proceso de colonizacion y su tiempo de
duplicacion. Jetiyanon y colaboradores en 2008, determinaron que tanto la aplicacion de
esporas como las células vegetativas de B.cereus SO87 tuvieron un efecto promotor en
cultivos de pepino y pimentdn, sin embargo, los bioinsumos promotores de crecimiento usan

esporas de los microorganismos y no las células vegetativas ya que estas estructuras
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favorecen la supervivencia del microorganismo durante condiciones de estrés (Errington,
2003; Kilian et al., 1983; Posada-Uribe et al., 2015; Ramirez and Kloepper, 2010).

Felici y colaboradores en 2008, evaluaron la coinoculacion e inoculacion por separado de
la estructura vegetativa de las cepas B.subtilis 101 y Azospirillum brasilense SP245 en una
concentracion de 10” UFC/mL, la coinoculacion de estos microorganismo no mostro
diferencias significativas respecto a la inoculacion por separado de los microorganismos
encontrando que la inoculacién de A. brasilense SP245 aumentd en un 66, 23, 42% el peso
seco radical, longitud aérea y peso seco aéreo de las plantas y la inoculacién de B.subtilis

101 aumenté en un 50, 21, y 36% estas variables (Felici et al., 2008).

En un estudio realizado en 2015, por Xiao- ying y colaboradores, se evalué la forma
vegetativa la cepa B.subtilis CGMCC 1.3343 en una concentracion de 108 UFC/mL y se
obtuvo que la inoculacion de este microorganismo disminuyd significativamente la
severidad del hongo patdégeno Botrytis cirinea e incremento el peso fresco radical en 12.6
g y el peso seco aérea en 106.6 g respecto al control (Xiao-ying et al., 2015). Adesemoye
y colaboradores estudiaron en 2008 el efecto promotor de B.subtilis y 1o compararon con el
efecto promotor de P.aeruginosa en cultivos de tomate bajo condiciones de invernadero,
ambos microorganismos aumentaron la Longitud aérea de la planta, sin embargo la
capacidad de formar esporas resistentes hace a B. subtilis un microorganismo mas versatil

cuando se aplica a los cultivos (Adesemoye et al., 2008).

La Figura 3-5, muestra los datos correspondientes al analisis para la variable PSA cuando
se inoculd con las células vegetativas y esporas del microorganismo en una concentracion
de 108 UFC/mL, en el ensayo 1 la variable tuvo un incremento del 86% respecto al control
cuando se inoculo con las células vegetativas y en el ensayo 2 ambas estructuras (células
vegetativas y esporas) incrementaron esta variable respecto al control, sin embargo las
células vegetativas registraron un aumento (83%) mucho mayor respecto a la inoculacién

con las esporas (43%) cuando se inocularon a la planta.
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Figura 3-5. Peso seco aéreo de las plantas de tomate inoculadas con células vegetativas y esporas de B.
subtilis EA-CB0575 en una concentracion 108 UFC/mL en los ensayos 1y 2.
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*Letras diferentes representan diferencias significativas respecto al control segun test LSD con a=0.05. A.

PSA en ensayo 1, B. PSA en ensayo 2.

3.5. Conclusiones

Se realizd la evaluacién de la inoculacion de las esporas y las células vegetativas del B.
subtilis EA-CB0575 en las concentraciones de aplicacion 107 y 102 UFC/mL sobre las
variables LA, PSR, PSA y PST, de estas variables s6lo dos (PSA y PST) mostraron
diferencias significativas con el control sin inoculacién en los tres analisis realizados, sin
embargo gracias al aumento considerable de las mismas (entre el 34 y 86%) se puede
inferir que el microorganismo en las formas y concentraciones enunciadas anteriormente
promueve el crecimiento de la planta de tomate a nivel de invernadero. No obstante las
formas vegetativas del mismo tuvieron incrementos mayores cuando se inocularon en una

concentracion de 108 UFC/mL.
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4. Determinacion del efecto de la aplicacion
del sobrenadante del cultivo del B. subtilis
EA-CB0575 en la promocién de crecimiento

de Zea mays y Solanum lycopersicum a

nivel de invernadero.

4.1. Resumen

La cepa de estudio, B. subtilis EA-CB0575 ha sido evaluada en la promocion de crecimiento
de diversos cultivos. En el proceso de produccién de bioinsumos donde el microorganismo
es el principio activo, se utiliza su biomasa, pero se desecha el sobrenadante del cultivo,
siendo un subproducto potencialmente aprovechable, gracias a los nutrientes remanentes
y los metabolitos presentes en él. En este trabajo se evalué el efecto de los sobrenadantes
libres de células (SLC) de los medios de cultivo para la produccién de células vegetativas y
esporas y de los medios frescos y estériles, sobre las variables fisioldgicas de las plantas
de maiz y tomate. Se encontré que para el cultivo de maiz, el SLC de los cultivos, tanto
para la produccion de esporas como de células vegetativas, promovio el crecimiento de las
variables LA, PSA, PSR y PST con un porcentaje de aumento promedio de 50% respecto
al tratamiento control. En el caso del cultivo de tomate, los pesos secos aumentaron cerca
del 70%. La inoculacién del medio fresco para la produccién de células vegetativas (TSB)
aumenté en un 43% el PSA y PST en maiz y el medio fresco para la produccién de esporas
(SBM) incrementd en un 69% los pesos secos del cultivo de tomate, lo que indica que el
SLC del cultivo y los medios frescos para el cultivo bacteriano contienen elementos
favorables para la promocion de crecimiento de ambos cultivos tales como compuestos
biolégicamente activos secretados por el microorganismo o nutrientes que favorecen el

desarrollo de las plantas.
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4.2. Introduccion

Las plantas necesitan nutrientes para crecer, producir biomasa y ser alimento para
microorganismos y animales (Margulis and Sagan, 1996). Estos, se componen de 16
elementos quimicos considerados esenciales: C, H, O, N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn, B, Mo,
Cu, Zn y Cl de los cuales, el C, H y el O son obtenidos directamente del aire y del agua y
los demas son aportados por el suelo y absorbidos mediante el sistema radicular (Navarro
Garcia and Navarro Blaya, 2003). Actualmente la mayoria de los agricultores dependen de
fertilizantes inorganicos comerciales que contienen entre otros nitrégeno (en forma de
nitrato), fosforo (en forma de iones fosfato) y potasio (en forma de iones potasio), los cuales
aumentan el rendimiento de los cultivos (FAO, 2002). Sin embargo, el uso extensivo de
estos productos contamina las aguas superficiales y subterraneas, provoca la eutrofizacion
de rios, lagos y mares, desequilibra el ciclo global del nitrégeno y del fosforo y origina la
lluvia acida (Martin and Carrasco, 2003; Sarandén, 2002).

Las PGPR han sido estudiadas para contrarrestar los impactos asociados al uso de estos
productos (Berg, 2009; Glick, 1995; Prashar et al., 2013). Entre los géneros mas estudiados
se encuentran Pseudomonas y Bacillus, este ultimo tiene la capacidad de formar esporas
resistentes a condiciones de estrés, secretar lipopéptidos antibidticos y contribuir a la
supervivencia de la planta en condiciones ambientales adversas (Figueiredo et al., 2010;
Kumar et al., 2011; Leclere et al., 2005; Ongena et al., 2005). Ha sido reportado como
efectivo para el control de fitopatégenos y para la promocién de crecimiento de cultivos
como trigo, maiz, soya, papa y tomate (Lavakush et al., 2014; Swain and Ray, 2009; Zaidi
et al., 2015).Ademas, se encuentran en el mercado varios productos biolégicos basados en
microorganismos de este género, por ejemplo el producto Rhapsody® tiene como
componente activo la cepa B.subtilis QST173 y el producto Kodiak® es elaborado a partir
de la cepa B.subtilis GBO3 (Lanna Filho et al., 2010).

La cepa de estudio, B. subtilis EA-CB0575 ha sido evaluada en la promocion de crecimiento
en plantas de banano, maiz, tomate, crisantemo, cilantro y pimentén (Cuéllar Gaviria, 2014;
Posada Uribe, 2012). Para su fermentacion liquida se utilizaron dos medios de cultivo, el
medio TSB, para la produccion de células vegetativas y el medio SBM, para la produccion
de esporas, los cuales, estan compuestos por nutrientes y otros componentes que crean
las condiciones necesarias para el desarrollo del microorganismo. En el proceso de

produccién de bioinsumos donde el microorganismo es el principio activo, se utiliza su
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biomasa, pero se desecha el sobrenadante del cultivo, siendo un subproducto
potencialmente aprovechable, gracias a los nutrientes remanentes y compuestos
secretados por el microorganismos que podrian influenciar directa o indirectamente el

crecimiento de la planta (Ochoa Goméz, 2014).

El presente estudio busca determinar el efecto de la aplicacion del Sobrenadante libre de
células (SLC) proveniente de los cultivos de células vegetativas y esporas del
microorganismo B. subtilis EA-CB0575 en dos especies vegetales de interés econdémico,
con el fin de determinar si esta inoculacion ayuda a mejorar el crecimiento de las plantas

en estudio a nivel de invernadero.

4.3. Materiales y métodos

4.3.1. Localizacion
Este proyecto se realizé en el laboratorio de biotecnologia y en el invernadero de
rizobacterias de la Universidad EAFIT, Medellin. Bajo las condiciones ambientales de este

lugar (Temperatura media 24°C, luminosidad 12h/12h y humedad relativa 55%).

4.3.2. Microorganismo y proceso de activacion

Se empled el microorganismo B. subtilis EA-CB0575 aislado de la rizésfera de una planta
de banano Musa AAA cv. Valery, en la finca La Navarra, ubicada en el municipio de Carepa
en el Uraba antioqueno, Colombia en trabajos realizados previamente por la Universidad
EAFIT-AUGURA. La conservacioén y el proceso de activacion del microorganismo para su

uso experimental se describen detalladamente en el numeral 2.3.2 del presente trabajo.

4.3.3. Preparacion de los medios de cultivo

Se prepararon dos medios de cultivo para la fermentacién liquida del microorganismo: TSB
(“Tryptic Soy Broth”, Merck) y SBM modificado (Posada-Uribe et al., 2015) ver Anexo 1. El
medio TSB fue utilizado para el crecimiento del microorganismo en forma de células

vegetativas y el medio SBM para la esporulacién del microorganismo.
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4.3.4. Determinacion del efecto de la aplicacion del sobrenadante del cultivo
del B. subtilis EA-CB0575 en la promocion de crecimiento en Zea mays y
Solanum lycopersicum

o Fermentacion de microorganismo

Para el cultivo del microorganismo se prepararon 2 preindculos de 20 mL en erlenmeyers
de 100 mL y se agitaron durante 12 horas a 30°C y 150 rpm. Estos cultivos se transferieron
a 180 mL de medio de cultivo TSB, para la produccion de células vegetativas o de medio
SBM modificado, para la produccién de esporas. Los cultivos se prepararon en erlenmeyers
de 1 L (Posada, 2012). Los cultivos se incubaron a 150 rpm y 30°C por un periodo de 24
horas, para el caso de tratamientos con células vegetativas y 72 horas en el caso de los

tratamientos con esporas.

. Obtencion del sobrenadante libre de células

Los cultivos bacterianos obtenidos en los medios TSB y SBM se centrifugaron durante 15
min a 4500 rpm para separar la biomasa del sobrenadante. La biomasa resultante de la
centrifugacioén fue descartada y el sobrenadante se filtré con filtros de membrana de acetato
de celulosa de 0.45 um Sartorious® para obtener el SLC. Para determinar la filtracion total
de microorganismos se realizaron cultivos por superficie de los sobrenadantes en medio
TSA 50% y se comprobdé que no hubo crecimiento microbiano en el agar. Los

sobrenadantes se almacenaron a 4°C hasta su uso.

o Material vegetal

Para las diferentes evaluaciones se emplearon semillas de tomate variedad Santa Cruz y
semillas de maiz (ICA V-109 amarillo R) de Agrosemillas S.A., estas fueron desinfectadas
con etanol al 70% por 15 minutos e hipoclorito de sodio al 5% (v/v) por 10 minutos, se
realizaron dos lavados con agua destilada estéril (ADE) y se empled vacio en el proceso de
desinfeccion. Posteriormente el material se dispuso para germinacién en cajas de Petri con

papel absorbente previamente esterilizado, por un periodo tres dias y en oscuridad.
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o Evaluacion de la promocién de crecimiento del SLC de los medios de cultivo
para la produccion de esporas y células vegetativas de B. subtilis EA-CB0575 en

cultivos en evaluacion

Una vez pregerminadas las semillas, se sumergieron los SLC de cada cultivo y se agitaron
por 1 hora, a 30°C y 150 rpm en un shaker (New Brunswick®, C1 Classic). Luego las
semillas se sembraron en recipientes con 300 gr de sustrato Tierra Negra®, compuesto por
una mezcla de 1:0.5:1:0.5 de arena, organicos, tierra y cisco de arroz y se dispusieron en
el invernadero de forma aleatoria. Se emplearon tres unidades experimentales con tres
plantas por unidad experimental. Se realizaron 3 ensayos unifactoriales cada uno en
tiempos independientes, cuyo factor de estudio fue el tratamiento en los niveles que se
muestran en la Tabla 4-1. Luego de dos meses de crecimiento de las plantas a nivel de
invernadero, se desprendieron de las macetas y del sustrato de cultivo, se lavaron con
abundante agua, se dividio la parte aérea (hojas y pseudotallo) y la parte radicular (raiz) y

se evaluaron las variables fisiolégicas indicadas en la Tabla 2-2.

Tabla 4-1. Tratamientos para la determinacién del efecto de la aplicacion del sobrenadante del cultivo del B.

subtilis EA-CB0575 en la promocién de crecimiento en Zea Mays y Solanum lycopersicum.

Tratamiento Descripcion del tratamiento

SLC-V SLC del cultivo de B.subtilis EA-CB0575 en medio TSB

SLC-E SLC del cultivo de B.subtilis EA-CB0575 en medio SBM

MF-V Medio de cultivo TSB fresco sin inoculacion bacteriana
MF-E Medio de cultivo SBM fresco sin inoculacion bacteriana
. Analisis estadistico de los datos

Para la evaluacion de la promocién de crecimiento del SLC del B. subtilis EA-CB0575,
fueron realizados 3 ensayos unifactoriales a nivel de invernadero en tiempos
independientes. Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente mediante un
andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza de 95% y un analisis de rangos
multiples LSD haciendo uso del software Statgraphics Centurion XV. La verificaciéon de los
supuestos de normalidad de residuales, igualdad de varianzas e independencia de residuos

se explica con detalle en el numeral 2.3.7
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4.3.5. Evaluacion de la cinética de crecimiento y consumo de sustrato del B.
subtilis EA-CB0575 de los medios de cultivo TSB y SBM a nivel de matraz

o Cinética de crecimiento del microorganismo

Con el fin de evaluar los parametros cinéticos y de consumo de sustrato de microorganismo
se realizé un preinéculo de 12h, sembrando una colonia de la cepa proveniente de un cultivo
en medio solido incubado durante 24 horas a 30°C en 50 mL de los medios de cultivo en
evaluacion. 10 mL del cultivo anterior se adicionaron a 90 mL de medio fresco, y se dej6 en
incubacién a 30°C, 150 rpm durante 50 horas. Se tomaron dos muestras de 1 mL cada dos
horas durante las primeras 12 horas de los medios TSB y SBM y cada 12 horas durante el
tiempo siguiente, las cuales se centrifugaron a 14000 rpm por 10 minutos. El pellet fue

resuspendido en 1 mL de agua destilada estéril para determinar la absorbancia (DOsgo).

o Consumo de sustrato en los medios de estudio

Se evalud la presencia de azucares reductores para los sobrenadantes del cultivo de
esporas empleando el método de DNS (acido-dinitrosalicilico) (Miller, 1959). Para esto se
preparo una solucion estandar de glucosa con 0.40 gr de glucosa anhidrida grado reactivo
en 100 mL de agua desionizada y se construyd una curva de calibracion realizando
diluciones del estandar para obtener 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1y 1.2 g/L de glucosa ver curva y

mediciones en el

Anexo . Posteriormente, se tomaron 2 muestras de 1 mL del sobrenadante del cultivo y se
les adicion6 a cada uno 1 mL de solucién DNS, se agito, se llevo a ebullicion por 10 minutos,
se enfrid rapidamente, se dejo reposar por 15 minutos y se midié la densidad 6ptica a 540
nm (DOs40). La concentracion de glucosa experimental en cada punto se obtuvo a partir de

la ecuacion de la recta dada por la curva de calibracién.

° Modelacion del crecimiento bacteriano

Con los datos recolectados de concentracién biomasa (DOsgo) Y concentracion de azlucares
se calculd la velocidad especifica de crecimiento microbiano (ux), el rendimiento de sustrato
en biomasa (Yx/s) y el tiempo de duplicacion (td) para cada tratamiento por el modelo

exponencial.
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X\ _ <.
In (E) = uy Xt Ecuacion 4-1

Donde, X es la concentracién de biomasa (g/L), t es el tiempo (s), X es la maxima

concentracion de biomasa (g/L), Xo concentracion de biomasa inicial (g/L).
ty = 2 Ecuacién 4-2
(5

Yx = dx Ecuacion 4-3
ds

KX

Donde, Yx/scorresponde al rendimiento teérico de sustrato en biomasa (g/g) y fue
determinado a partir de la pendiente de la figura X vs S (g/L) para los datos en la fase
exponencial de crecimiento. Ademas, se modeld el crecimiento por medio del modelo
logistico (Speers et al., 2003) y la cinética de consumo de sustrato mediante el modelo
Luedeking Piret modificado (Gu et al., 2006) evaluando las desviaciones de los valores

reales respecto al modelo en ambos casos.

In (Xmax — 1) = Wopax X t+ (X';:x — 1) Ecuacion 4-4.

S(t) =— (y—lx) X (X — Xo) + So Ecuacion 4-5.

S
Donde, S es la concentracion de sustrato (g/L), So es la concentracién de sustrato inicial
(g/L).

4.4. Resultados y discusién

4.4.1. Determinacion del efecto de la aplicacion del sobrenadante del cultivo
del B.subtilis EA-CB0575 en la promocion de crecimiento en Zea mays y
Solanum lycopersicum

Para determinar los efectos de la aplicacién de los SLC obtenidos del cultivo de B. subtilis
EA-CB0575 en medio TSB y SBM, y de los medios de cultivo frescos respecto al control
absoluto sin inocular sobre los cultivos en evaluacion se realizaron 3 ensayos
experimentales en el cultivo de maiz y 3 en el cultivo de tomate. Los resultados se muestran
en la Tabla 4-2.
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Tabla 4-2. Resumen de los resultados de los ensayos realizados para determinar el efecto promotor de
crecimiento del sobrenadante libre de células de B. subtilis EA-CB0575 sobre las variables fisiologicas de Zea

mays 'y Solanum lycopersicum a nivel de invernadero.

SLC Esporas 54
LA SLC Vegetativas 58 0.001
SLC Esporas
Hay PSA - 51 0.0000
. promocion SLC Vegetativas
de SLC Esporas 10
crecimiento PSR lsLc Vegetativas 34 0.0022
SLC Esporas 61
Maiz PST SLC Vegetativas 78 0.0000 67 %
No hay
Promocién .
2 de No aplica
crecimiento
Hay LA Medio TSB 29 0.0206
3 kel PSA Medio TSB 45 0.0029
crecimiento PST Medio TSB 40 0.0037
Hay
1 promocioén PSR SLC Esporas 85 0.0022
de
crecimiento
SLC Vegetativas, 76
PSA Medio SBM, 77 0.0000
SLC Esporas 80
Hay
promocién SLC Vegetativas 49
Tomate 2 de PSR SLC Esporas 62 0.0004 100%
crecimiento
Medio SBM 70
PST SLC Esporas, 73 0.0000
SLC Vegetativas 75
Hay PSA S'ﬁe\g‘?gestgt&’as > 0.0101
3 promocion
de .
o SLC Vegetativas, 52
crecimiento PST Medio SBM 61 0.0169

Se encontré que la inoculacion del SLC en el cultivo para la produccion de B.subtilis EA-
CB0575 en forma de esporas y células vegetativas tiene una influencia positiva en las
variables fisioldgicas evaluadas en ambos cultivos, con porcentajes de aumento promedio

del 50% en la planta de maiz y 70% en la planta de tomate. El medio de cultivo fresco para
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la produccion de células vegetativas favorecio el crecimiento en un 29, 45 y 40% de las
variables LA, PSA y PST respectivamente del cultivo de maiz y el medio fresco estéril para
la produccion de esporas incrementé las variables PSA y PST del cultivo de tomate con
porcentajes de aumento del 58 y 61% respectivamente respecto al control. Adicionalmente,
el ensayo 2 en el cultivo de maiz no tuvo diferencias significativas en ninguna variable de
respuesta respecto al control, lo que indica una reproducibilidad del 67%, en el ensayo de
tomate todos los tratamientos presentaron un efecto promotor sobre las variables evaluadas

por lo tanto su reproducibilidad fue del 100%.

Con el fin de estudiar el efecto promotor de los sobrenadantes de los cultivos bacterianos,
Buensanteai y colaboradores en 2008 y 2013, evaluaron el efecto promotor del SLC de B.
amyloliquefaciens KPS46 Yy B. subtilis CaSUT007 en cultivos de soya y yuca
respectivamente, en ambos casos se encontré6 que el acido indolacetico y algunos
metabolitos secundarios como las surfactinas, estan presentes en el sobrenadante del
cultivo y juegan un papel importante, en el incremento (25 - 30%) del peso seco total del
material vegetal de estudio (Buensanteai et al., 2013; Buensanteai et al., 2008). Ochoa en
2014, evalué a nivel de invernadero la inoculacion del SLC del cultivo de B.subtilis EACB-
0575 en forma de esporas y células vegetativas y los medios de cultivo TSB y SBM puros
en plantas de banano variedad Williams a nivel de invernadero y obtuvo que los SLC
provenientes de los cultivos de esporas y células vegetativas promovieron el desarrollo de
las variables LA, PSA y PST del cultivo en 13-20%, 17-19% y 13-15% respectivamente,
ademas el medio fresco SBM mostré diferencias significativas respecto al control negativo
en las variables LA, PSA y PSR evidenciando incrementos del 19, 28 y 24%

respectivamente (Ochoa Goméz, 2014) .

La Figura 4-1, muestra los datos de la variable peso seco total (PST) en ambos cultivos en
evaluacién, puede observarse que en la planta de maiz se vio influenciada en el ensayo 1
(Figura 4-1A), por la inoculacion del SLC de células vegetativas y esporas aumentando en
entre un 61y 78% esta variable y en el ensayo 3 por el tratamiento que contenia el medio
fresco estéril para la produccién de células vegetativas, incrementando en un 40% esta
variable de respuesta respecto al control absoluto, por otra parte la inoculacién con el SLC
de las células vegetativas redujo en un 50% esta variable (Figura 4-1B). En el cultivo de
tomate, los tratamientos SLC de esporas y células vegetativas y el medio fresco para la
produccion de esporas aumentaron entre un 70 y 75% la variable peso seco total con

diferencias significativas respecto al control absoluto en el ensayo 2 (Figura 4-1C). En el
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ensayo 3, la variable, aumenté entre un 52 y 61% cuando se inoculé con el SLC de células
vegetativas y el medio fresco estéril para la produccién de esporas, mostrando diferencias

significativas respecto al control sin inocular (Figura 4-1D).

Figura 4-1. Peso Seco Total de las plantas inoculadas con el medio TSB y SBM fresco y el SLC del cultivo de
B. subtilis EA-CB0575 en medios especificos para la produccion de células vegetativa y esporas (TSB y SBM)

en los cultivos en evaluacion.

A B
2.0 35 a
:
B 14 B 25 b
g 12 bc 8 20 [ be be
1.0
g 08 087 1.5 c &
Ry S
02 05
00 MFV SLCV SLCE 00 ~ca MF-V  MFE  SLCV SLCE
upST EPST 18 3.0 1.6 0.9 16
Cc D
04 2.0 s
18
03 e
3 03 3 14 ba
[o] [o] 1.2
§ 02 § I b & cba
g 02 g 08 c
<o foo o
U i 1
0.0 00 =
MFV MFE SLCV SLCE C-A MFV  MFE  SLCV  SLCE
uPST uPST 06 09 15 1.2 1.0

*Letras diferentes representan diferencias significativas respecto al control segun test LSD con a=0.05. Los tratamientos estan
dados: SLC obtenido a partir del medio SBM modificado especifico para la produccion de esporas (SLC-E), SLC obtenido a
partir del medio TSB especifico para la produccién de células vegetativas (SLC-V), Medio fresco estérii SBM para la
esporulacion de Bacillus sin inocular (MF-E), Medio fresco estéril TSB para la produccion de células vegetativas sin inocular
(MF-V), Control absoluto (C-A), A. PST en el ensayo 1 del cultivo de Maiz. B. PST en el ensayo 3 del cultivo de Maiz. C.PST
en el ensayo 2 del cultivo de Tomate. D. PST en el ensayo 3 del cultivo de Tomate.

Finalmente, los incrementos en las variables evaluadas gracias a la inoculacion de los SLC
del microorganismo para la produccion de esporas y células vegetativas, sugieren que el
microorganismo de estudio produce metabolitos secundarios y compuestos biolégicamente
activos con gran actividad antibiotica, posiblemente iturinas, fengicinas y surfactinas (Idris
et al.,, 2007; Ongena and Jacques, 2008; Romero et al., 2007). Por otra parte los
incrementos asociados a los medios frescos del cultivo pueden asociarse a la composicion

del mismo, ya que algunos nutrientes comunes para el crecimiento de microorganismos son
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utilizados para la fabricacion de fertilizantes quimicos o medios nutritivos para el cultivo

hidropdnico de las plantas (Shen et al., 2011; Valenzuela Lépez et al., 2014).

4.4.2. Cinética de crecimiento y consumo de sustrato del B.subtilis EA-
CB0575 en los medios de cultivo para la produccién de esporas y células
vegetativas.

El microorganismo B.subtilis se cultivd en los medios SBM y TSB durante 50 horas, con el
fin de determinar la cinética de crecimiento y consumo de azucares reductores e identificar
la presencia de trazas residuales de nutrientes que pueden aportar al desarrollo de la planta.
La Figura 4-2 muestra la cinética de crecimiento (DOsgo) y consumo de sustrato (g/L) del B.

subtilis EACB-0575 en los medios TSB y SBM.

Figura 4-2. Cinética de crecimiento (DO600) y consumo de sustrato de B.subtilis EACB-0575 en los medios
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*Barras verticales corresponden a los errores estandar n=2

Puede observarse en el crecimiento de biomasa de ambos medios que no se presenta fase
de latencia en el cultivo y que la fase exponencial de crecimiento inicia en la hora 0 y se
extiende hasta la hora 10 para el medio SBM y hasta la hora 8 para el medio TSB, en ambos
se presenta una fase estacionaria de 40 horas aproximadamente. En el consumo de

sustrato la concentracion de azucares reductores en el medio SBM es mucho mayor a la
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concentracién de glucosa adicionada en lo que indica la presencia de otras fuentes de
azucares reductores diferentes a la glucosa probablemente aportados por algunos
componentes complejos del medio, por otro lado, B. subtilis EA-CB0575 en el medio para
la produccién de esporas tuvo un consumo del 90% de los azucares reductores presentes
en el medio, encontrandose 0.17g/L de azucares reductores residuales y en el medio TSB
consumié el 83% de los azucares reductores presentes en el medio (0.43 g/L). En estudios
realizados por Zhong y colabores en 2014 se encontrd que el B. subtilis ZK8 cultivado en
un medio para la produccién de células vegetativas presenta una fase de latencia en las 5
primeras horas del cultivo, una fase exponencial de aproximadamente 15 horas y una fase
estacionaria a partir de la hora 20 donde la glucosa ha sido consumida en un 87% (Zhong
et al., 2014). La Tabla 4-3 muestra los parametros cinéticos del microorganismo mediante
el modelo exponencial. Se hallé la velocidad especifica de crecimiento (ux), el tiempo de

duplicacién del microorganismo (i) y rendimiento observado de biomasa en sustrato Y ys.

Tabla 4-3. Parametros cinéticos modelados mediante el modelo exponencial, para la cinética de crecimiento y
consumo de sustrato de B.subtilis EA-CB 0575 en el medio SBM

Parametros cinéticos

Medio de Cultivo | ux(h™') | td (h) | R? | Y xs(DOsoo/g) | R?> | DOsoomax | % Esporulacion (50 h)

SBM 0.16 | 4.33 |0.99 2.24 091| 252 98
TSB 0.27 |260 |07 0.84 0.97| 145 3.31

Los resultados obtenidos anteriormente muestran que el cultivo para la produccién esporas
alcanzé una densidad 6ptica maxima de 2.52 y el medio TSB de 1.45, adicionalmente el
rendimiento observado fue mayor en el medio SBM que en el TSB, lo que indica que hubo
un mayor asimilacion de los nutrientes en el medio SBM. Adicionalmente la velocidad
especifica de crecimiento fue mayor en el medio para la produccion de células vegetativas
que en el medio para la produccion de esporas, por lo cual el tiempo de duplicacion del
microorganismo es menor cuando se trabaja con el medio TSB, sin embargo el modelo de
Monod no se ajustdé adecuadamente en el caso del medio TSB por lo que se recomienda
modelar el crecimiento con modelos como Tessier o Mosser (Liu, 2013). Al finalizar la
cinética de crecimiento se realizé una siembra por superficie para conocer el porcentaje de
esporulacién de ambos cultivos y se determiné que el medio SBM tuvo un porcentaje de

esporulaciéon del 98% y el del medio TSB fue del 3.31% lo que indica que los nutrientes y
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las condiciones del cultivo facilitan la produccion de esporas del microorganismo. La
literatura cita que la falencia de nutrientes como el nitrégeno, carbono y fosforo pueden
inducir la esporulacion, lograndose la produccion de esporas en la fase estacionaria de
crecimiento cuando los nutrientes se agotan (Sonenshein, 2000). En diversas especies del
genero Bacillus se encontrado que la esporulacion puede tardar entre 30 horas y 14 dias,
producirse en medios de diferente composiciones, temperaturas entre 25y 37°C y pH entre
5y 7.5 (Monteiro et al., 2005). Posada Uribe realizd previamente un estudio con la cepa
B.subtilis EA-CB0575, comparando el crecimiento de la cepa en ambos medios y encontré
que la fase exponencial en el medio de cultivo TSB tuvo una duracion aproximada de 10
horas y el medio de cultivo SBM tiene una duracién de 12 horas, adicionalmente obtuvo
porcentajes de esporulacion del 5% para el medio TSB y del 94% para el medio SBM,
ademas el rendimiento observado fue mayor en el medio para la produccién de esporas.
De acuerdo a los resultados puede inferirse que los medios de cultivo son determinantes
en la produccion de biomasa o esporas microbianas, ya que estos componen los nutrientes
requeridos para el crecimiento y desarrollo celular y la presencia de diferentes compuestos,
macro y micronutrientes, en diferentes concentraciones pueden generar cambios en el
crecimiento y esporulacién de los microorganismos, debido a variaciones en el metabolismo
y en el intercambio de aire dentro del sistema (Monteiro et al., 2005; Schaeffer et al., 1965;
Shafikhani et al., 2003). Ademas, se realizo el ajuste de los datos de crecimiento y consumo
de sustrato respecto al modelo logistico y Luedeking Piret modificado, con los que se
determinaron los datos tedricos ppqx, Xo, Yx/s ¥ So que se presentan en la Tabla 4-4

Tabla 4-4. Parametros cinéticos de B.subtilis EA-CB0575 obtenidos por el modelo Logistico, Ludeking Piret y

experimentalmente

Parametros Cinéticos
Medio de cultivo Biomasa
Mmax (h'1) Xo (DOsoo) R?
SBM Modelo Logistico 0.52 0.1 0.99
Datos Experimentales 0.25 0.14 0.95
5B Modelo Logistico 0.73 0.36 0.89
Datos Experimentales 0.29 0.23 0.5
Parametros Cinéticos
Medio de Cultivo Sustrato
Yxis (DOe600/g) | So (g/L) | R?
SBM Modelo Ludecking Piret 2.47 1.68 0.9
Datos Experimentales 1.04 1.8 0.73
TSB Modelo Ludecking Piret 2.52 1.15 0.55
Datos Experimentales 0.03 25 0.54
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La tabla anterior muestra que en el caso de la biomasa, tedricamente el modelo podria llegar
a una velocidad especifica de crecimiento maxima de 0.52 h™' en el medio de cultivo SBM y
de 0.73 h™' en el medio de cultivo TSB, pero debido a las condiciones del cultivo solo llegan
a las velocidades especificas reportadas. En el caso de los azucares reductores presentes,
se encontraron rendimientos estequiométricos para cada medio, en el medio SBM se
encontrd un valor de 2.47 (DOso0o/g) para una concentracion de sustrato inicial de 1.8 (g/L) y
en el medio TSB el rendimiento estequiométrico fue de 2.52 (DOs0o/g) para una concentracion
de sustrato inicial de 1.68 (g/L). Sin embargo en el medio TSB no se presentd un buen ajuste
a los modelos evaluados, para lo cual seria adecuado evaluar otros reportados en la literatura

(Liu, 2013). Posada en 2012, reporté los valores correspondientes a iy qx, Xo, Yx/s y So para

el medio SBM a nivel de biorreactor donde, para la biomasa los valores experimentales de
Umax Y Xo fueron respectivamente 0.29 (h™') y 0.13 (g/L) y los valores tedricos mediante el
modelo logistico fueron 0.52 (h™") y 0.11 (g/L) con un ajuste de los datos entre el 99 y 97%

respectivamente y para el sustrato los valores experimentales de Y, sy S, fueron 1.85 (g/g)

y 2.32 (g/L) y los valores teéricos modelados mediante el modelo Ludecking Piret fueron 1.85

(g/g) y 2.02(g/L) con un ajuste de los datos entre el 93 y 95%.

En otro reporte, Subhasish y colaboradores estudiaron en 2011 los modelos logistico y
ludecking Piret para describir el comportamiento de la produccién de esporas de B.
coagulans RK-02, encontrando que la produccion de biomasa se ve influenciada por la
presencia de azucares reductores en concentraciones inferiores a 20 (g/L) y superiores a
4(g/L). Cuando la concentracion inicial de sustrato (So) fue de 4 g/L, la biomasa aumento
exponencialmente hasta que la glucosa llegé a concentraciones del alrededor 0,4 g/L y
comenzo la esporulacion del microorganismo en la fase estacionaria (aproximadamente a
las 8 horas del cultivo). Adicionalmente, encontraron que el rendimiento (Yx/s) promedio del
crecimiento fue de 0.116 g/g, y la w4, experimental fue de 0.52 (h™") y la arrojada por el
modelo de 0.93 (h"), la diferencia entre ambas podria reducirse mediante la optimizacion

de parametros como el pH y la concentracion de sales en el medio (Das and Sen, 2011).

En la Figura 4-3 se muestran las curvas de crecimiento en el tiempo, biomasa (DOewo) ¥
consumo de sustrato, g/L de azucares reductores para los medios TSB y SBM. Se observa
una similitud entre los datos del modelo logistico y los datos experimentales en ambos

medios, respecto al modelo Ludeking piret, se muestra que experimentalmente el
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microorganismo continua consumiendo azucares hasta las 45 horas del cultivo, lo que indica

que el modelo no describe adecuadamente los datos experimentales.

Figura 4-3. Cinética de crecimiento y consumo de sustrato y modelos ajustados para B.subtilis EA-CB0575 en
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4.5. Conclusiones

Los resultados obtenidos mediante las pruebas realizadas a nivel de invernadero en ambos
cultivos muestran que la inoculacién del SLC de los cultivos para la produccidn de B.subtilis
EA-CB0575 en forma de esporas y células vegetativas y los medios de cultivo frescos TSB
y SBM, tienen una influencia positiva en el desarrollo de los cultivos de maiz y tomate. En
el caso de SLC se obtuvieron aumentos promedio del 50% en maiz y del 70% en el cultivo
de tomate y en el caso de los medios frescos, el medio para produccién de células
vegetativas promovio el crecimiento de las plantas de maiz en un 42% y el medio para la
produccién de esporas aumento el crecimiento de la planta de tomate en un promedio del
69%. Son pocos los reportes relacionados con el efecto de la inoculacion del género Bacillus
spp., ya sea en su estructura vegetativa, esporas o en el sobrenadante libre de células
proveniente de su fermentacion y este hecho junto con los resultados previos reportados
por Ochoa en 2014, podrian ser un aliciente para continuar investigando sobre los
mecanismos utilizados por esta PGPR para promover el crecimiento vegetal y contribuir al

aprovechamiento de uno de sus subproductos mas grandes.
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5. Identificacidon de los lipopéptidos
reportados para la promocion de
crecimiento presentes en el sobrenadante
del cultivo del B. subtilis EA-CB0575 en
medios de cultivo para produccién de

esporas y ceélulas vegetativas.

5.1. Resumen

Las cepas del género Bacillus producen una variedad compuestos con propiedades
antibacterianas y antifungicas, entre los que se encuentran los lipopéptidos ciclicos
pertenecientes a las familias de las surfactinas, iturinas y fengicinas. Estos lipopéptidos,
estdn comunmente asociados a la promocion de crecimiento de la planta mediante el
biocontrol de fitopatdgenos. En el presente trabajo se identificaron los metabolitos
presentes en el sobrenadante del cultivo de la PGPR B.subtilis EA-CB0575 y se cuantifico
su produccion cuando el microorganismo fue cultivado en los medios para la produccion de
esporas y células vegetativas del microorganismo. Se encontré que segun los picos
obtenidos en los cromatogramas realizados para la visualizacién preliminar de los
metabolitos las fengicinas podrian estar presentes entre los tiempos de retencion 10 y 20
minutos y las surfactinas entre los 25 y 30 minutos, adicionalmente y mediante la
cuantificacion de las areas de los picos en los cromatogramas realizados para los medios
TSB y SBM, se observé que el rendimiento y la produccion de metabolitos es mayor cuando

el microorganismo esta en estado vegetativo.
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5.2. Introduccidn

Cerca del 10% de la produccién mundial de alimentos se pierde gracias a la incidencia de
enfermedades y plagas que atacan a los cultivos de interés agricola, estas enfermedades,
incrementan los costos de produccion, gracias a la necesidad de implementar estrategias
adicionales para el control del microorganismo patégeno o la disminucién de sus efectos
sobre los cultivos (Strange and Scott, 2005). Actualmente, se ha investigado acerca del
desarrollo de bioproductos a partir de PGPR para el control de fitopatégenos, en aras de
generar cultivos amigables con el medio ambiente y al mismo tiempo contribuir con la crisis

alimentaria actual (Bloemberg and Lugtenberg, 2001; Regazzo-Sanchez et al., 2011).

Estos microorganismos tienen efectos benéficos en el desarrollo de los cultivos, pueden
promover el crecimiento de las plantas y adicionalmente evitar la infeccién del tejido vegetal
por patégenos (Raaijmakers et al., 2002). Gracias a su aplicacion es posible aumentar el
rendimiento de los cultivos y mejorar las capacidades de la planta para resistir periodos mas
largos de sequia (Compant et al., 2005; Jetiyanon and Kloepper, 2002; Raaijmakers et al.,
2002). Gou y colaboradores evaluaron en 2004 el control biolégico de tres PGPR a nivel de
invernadero: Serratia sp. J2, J3 P. fluorescens y Bacillus sp. BB11, y encontraron que las
tres controlaban la marchitez del tomate causada por Ralstonia solanacearum y ademas
promovian el crecimiento y desarrollo de la planta aumentando su productividad (Guo et al.,
2004).

Se conoce que el género Bacillus produce un amplio espectro de metabolitos secundarios
en forma de lipopéptidos con un gran potencial para la biotecnologia, los cuales, son
efectivos para inhibir el desarrollo de hongos y bacterias patdgenas entre los que se
destacan, Podosphaera fusca, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y P. syringae (Cao
et al., 2012; Ongena and Jacques, 2008; Romero et al., 2007; Yu et al.,, 2002).
Adicionalmente, Ongena y Jacques en 2008, reportaron que los lipopéptidos producidos
por B.sutilis pueden influir en la colonizacion de las raices y por tanto en la duracion de la
bacteria en la rizosfera de la planta, ademas estudios realizados por Buensanteai y
colaborados en 2013 determinaron que el sobrenadante del cultivo de esta especie, tiene
un efecto promotor sobre los cultivos, gracias a la produccion de estos metabolitos durante
el desarrollo del microorganismo (Buensanteai et al., 2013; Buensanteai et al., 2008;
Ongena and Jacques, 2008). Dentro de los metabolitos secundarios producidos por

B.subtilis, se destacan las familias Iturinas, fengicinas y surfactinas, los cuales son
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compuestos amfifilicos estructuralmente diversos Las lturinas y fengicinas son potentes
agentes antifungicos y las surfactinas son un poderoso biosurfactante que tiene gran

actividad antibacterina y antiviral (Ongena and Jacques, 2008; Raaijmakers et al., 2002).

Trabajos previos del grupo de investigacién han determinado que la rizobacteria B. subtilis
EA-CB0575 es antagonista a nivel in vitro de Fusarium sp., Ralstonia solanacearum,
Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani y Mycosphaerella fijiensis, ademas es promotora del
crecimiento de diferentes cultivos y cuando es cultivada en el medio de cultivo MOLP
(Jacques et al. ,1999) produce los lipopéptidos pertenecientes a las familias de las
fengicinas y las surfactinas (resultados no publicados) (Ceballos et al., 2012; Cuéllar
Gaviria, 2014; Posada Uribe, 2012; Villegas Escobar, 2012). De acuerdo a lo anterior, el
proposito de este estudio, fue identificar los lipopéptidos presentes en el sobrenadante libre
de células de los cultivos del microorganismo para la produccion de esporas y células

vegetativas.

5.3. Materiales y Métodos

5.3.1. Localizacion
El experimento se realiz6 en el laboratorio de biotecnologia y en el laboratorio de quimica

instrumental de la Universidad EAFIT, Medellin.

5.3.2. Microorganismo y proceso fermentativo

Se empled el microorganismo B. subtilis EA-CB0575 aislado en trabajos realizados
previamente por la Universidad EAFIT-AUGURA de la rizésfera de una planta de banano,
Musa AAA cv. Valery. El microorganismo fue conservado y activado como se describe en
el numeral 2.3.2. Se prepararon 3 preindculos de 12 h (30°C, 140 rpm) en Erlenmeyers de
100 mL con 20 mL de medio de cultivo MOLP, TSB y SBM (Anexo 1) los cuales fueron
posteriormente inoculados en Erlenmeyers de 1L con 180 mL de medio MOLP, TSB y SBM
y crecidos por 5 dias para el medio de cultivo MOLP y 3 dias para los medios de cultivo
TSB y SBM a 30°C, 140 rpm.
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5.3.3. Extraccién de los compuestos presentes en el sobrenadante de los
cultivo de B.subtilis EA-CB0575

La preparacion y extracciéon de los metabolitos secundarios producidos por B.subtilis EA-
CB0575 se realizd segun la metodologia propuesta por Villegas, en 2012. Pasadas 12 h de
incubacion se adicion6 a cada Erlenmeyer 4% de resina amberlita XAD-16 (Alfa Aesar®)
previamente esterilizada y al finalizar el tiempo de incubacion se retiré el sobrenadante y se
lavé la resina con 500 mL de agua destilada estéril. Los metabolitos absorbidos en la resina
se eluyerdn con 200 mL de MeOH vy la fraccion metandlica se evaporé a presion reducida
en un rotoevaporador (50°C, -50 psig) hasta obtener un residuo sélido que fue resuspendido
en agua destilada (11 mL). Posteriomente se realizé la etapa de extraccion en columna SPE
(Solid Phase Extraction) C18 (Baker®, 500 mg), empleando un flujo menor a 3 mL/min con

bomba de vacio. Para esta etapa se realizaron los fraccionamientos de la siguiente manera:

o Proceso de extraccion para observacion preliminar de los extractos
(Fraccionamiento 1):

Con el fin de realizar una observacion rapida de los picos, presentes en los extractos
obtenidos de los medios TSB, SBM y MOLP, se procedié al acondicionamiento de la
columna SPE C18 de la siguiente manera: primero se pasaron 80 mL de acetonitrilo por la
columna, posteriormente se pasaron 80 mL de MeOH y 80 mL de agua destilada. Luego se
aplicé la muestra (10 mL) a la columna y se eluyeron los compuestos con diferentes
relaciones de MeOH — H>O (80 mL) en gradiente por etapas. Primero se pasé metanol al
50% y luego metanol al 100% dos veces. La fraccion de 100% se colectd y se evaporé con

nitrégeno liquido para posteriormente almacenarse hasta la cuantificacion a 4°C.

o Proceso de extraccion para observacion preliminar de los extractos
(Fraccionamiento 2):

Para cuantificar los metabolitos presentes en los extractos obtenidos de los medios TSB y
SBM se acondicioné la columna SPE C18 de menor tamafo cartridge (Agilent®, 10g)
emplenado primero 4 mL de acetonitrilo, luego 4 mL de MeOH y 4 mL de agua destilada.
Posteriormente se aplico la muestra (2 mL) y se procedié a la elucion de los compuestos
con diferentes relaciones de MeOH — H2O (4 mL) en gradiente por etapas. Se utiliz el

gradiente por etapas 20%, 40%, 70% y 100% MeOH, seguida de un lavado adicional con
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etanol 100%. Las fracciones 70% y 100% mas metanol de lavado al 100% se procedieron

a evaporar con nitroégeno liquido y almacenado a 4 ° C hasta su cuantificacion.

5.3.4. Purificacion e identificacion de los compuestos presentes en el
sobrenadante de los cultivos de B.subtilis EA-CB0575

Los extractos crudos obtenidos en cada caso, se resuspendieron en 2 mL de MeOH al
100% vy se purificaron por medio de cromatografia liquida (HPLC Agilent 1200) en fase
reversa. Se utilizé una columna Eclipse XDB C18 (250 x 4.6 mm, y tamafio de poro 5 ym)
y una fase movil A (agua + 0.1%TFA) y C (acetonitrilo + 0.1%TFA). La Tabla 5-1 muestra
las especificaciones del gradiente de acetonitrilo para la observacion preliminar de los picos
y la cuantificacion de los metabolitos presentes. Ambas evaluaciones se realizaron con un
flujo de 1 mL/min, una deteccién UV a 214 nm y una inyeccién de 40 uL de muestra a una
concentraciéon de 50 mg/mL. Las evaluaciones se realizaron por duplicado y en dos tiempos

diferentes.

Tabla 5-1. Modo de operacién en gradiente de HPLC en fase reversa para la observacion preliminar de los

extractos obtenidos de los medios TSB, SBM y MOLP y la cuantificaciéon de los extractos obtenidos del medio

TSB y SBM.
Medios de Cultivo Identificacion Preliminar
Tiempo | %C (acetonitrilo + 0.1%TFA)
MOLP

STSB 0 minutos 30

BM 25 minutos 100

35 minutos 100
Cuantificacion de los extractos obtenidos
Tiempo %C (acetonitrilo + 0.1%TFA)

TSB

SBM 0 minutos 30

60 minutos 70

75 minutos 100

85 minutos 100
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5.4. Resultados y discusion

5.4.1. Analisis preliminar de los extractos crudos obtenidos del sobrenadante
del cultivo de B.subtilis EA-CB0575.

Con el fin de visualizar los metabolitos del tipo lipopéptidos presentes en las fracciones
provenientes de los sobrenadanantes del cultivo del B.subtilis EA-CB0575 en el medio
MOLP, TSB y SBM, se realizé la purificacion de los extractos crudos obtenidos en cada
medio mediante cromatografia liquida (HPLC) en fase reversa inyectando 40 uL de cada

extracto metandlico a una concentracion de 50 mg/mL.

Fueron calculados los rendimientos para cada medio de cultivo, el medio MOLP obtuvo un
rendimiento de 99 mg, el medio TSB 35 mg y el medio SBM obtuvo 3 mg del extracto crudo,
el cual, podria estar compuesto por los metabolitos de interés. El medio MOLP es un medio
optimizado para la produccién de lipopéptidos del microorganismo B.subtilis S499 y por
tanto fue considerado un medio control para la visualizacion de los metabolitos presentes
en el microorganismo de estudio (Jacques et al., 1999). Ya previamente Villegas-Escobar
en 2013, estudié la produccion de compuestos antimicrobianos tipo lipopéptidos por parte
de la cepa B. subtilis EA-CB0015, una cepa también aislada de banano y encontré que
cuando esta es cultivada en medio MOLP produce surfactinas, lturinas y fengicinas, los
cuales fueron purificados e identificados por espectrometria de masa (MS) (Villegas-
Escobar et al., 2013). Este mismo autor logré determinar también que en medio MOLP la
cepa de estudio de este proyecto, B. subtilis EA-CB0575, puede producir lipopéptidos del
tipo surfactinas y fengicinas, pero la produccién de iturinas no fue detectada (datos no
mostrados). En este caso, se realizo la evaluacién al medio MOLP en el cual se cultivo el
microorganismo de interés y ademas se evaluaron los medios SBM y TSB. Los
cromatogramas de las extracciones en fase solida a una concentracion 50 mg/mL de 100%

MeOH para cada medio de cultivo evaluado se muestran en la Figura 5-1.
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Figura 5-1. Perfil cromatografico del extracto SPE 100% de B. subtilis EA-CB0575 en el gradiente por etapas
50%, 100% en los medios MOLP, TSB y SBM.
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Los cromatogramas mostrados anteriormente, evidencian grupos de picos en tiempos de
retencion muy similares (Figura 5-1 A, B y C). Un primer grupo eluye en los tiempos entre
los 10 y 20 minutos y un segundo grupo entre los 25 y 30 minutos. Esto ha sido encontrado
en el grupo de investigacion por Villegas-Escobar quien sugiere que los grupos de picos
similares pertenecen a las fengicinas y surfactinas producidas por B.subtilis EA-CB0575 y
que ademas, este microorganismo no produce iturinas (datos no publicados).

Adicionalmente, Posada-Uribe en su tesis doctoral (2015) identificd por espectrometria de
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masas (MS) los extractos purificados del sobrenadante del cultivo del B.subtilis EA-CB0 575
y encontrd que el grupo de picos en los primeros tiempos de retencion correspondian a las
fengicinas y los grupos de picos siguientes pertenecian a las surfactinas (datos no
publicados). Segun lo encontrado y presentado en la figura anterior, es posible determinar
que los grupos de compuestos producidos en los tres medios son similares, sin embargo y
debido a los rendimientos obtenidos y ya enunciados, el medio en el que mas cantidad de
los compuestos es producido es el medio MOLP, posteriormente el medio TSB y finalmente
el medio SBM.

En cuanto a la produccion de estos lipopéptidos con la promocion del crecimiento de los
cultivos, diferentes estudios han descrito su potencial para el biocontrol sobre diferentes
patdgenos como Ralstonia solanacearum, Rhizoctonia solani, Mycosphaerella fijiensis y
Botrytis cinerea en cultivos de banano, tomate, papa, entre otras (Ceballos et al., 2012;
Clark and Page, 1968; Guo et al., 2004b; Mosquera et al., 2014; Yu et al., 2002). Sin
embargo, aun se conoce poco acerca de como cada uno de los lipopéptidos contribuyen de
forma global a la eficacia del microorganismo cuando es aplicado a suelo (Ongena and
Jacques, 2008; Toure et al., 2004). Segun Pryor y colaboradores, las surfactinas y
fengicinas podrian tener una accién inmediata sobre los patégenos de los cultivos cuando
son aplicados en la planta y de igual forma, el biocontrol se incrementa gracias a la
secrecion de estos compuestos por el establecimiento de las células vegetativas y las

endoesporas en el suelo (Pryor et al., 2007).

5.4.2. Cuantificacion de los metabolitos presentes en el sobrenadante del
cultivo de B.subtilis EA-CB0575 para la produccién de esporas y células

vegetativas

Con el fin de cuantificar la cantidad de compuestos del tipo lipopéptidos presentes en los
sobrenadantes de los cultivos para produccién de esporas y células vegetativas del B.
subtilis EA-CB0575 se realizé una extraccion de dichos cultivos y se procedié a la
purificaciéon SPE en columnas C-18 colectando las fracciones 70% y 100% MeOH. En este
caso, los tiempos de elucién en el HPLC fueron mayores con el fin de mejorar la separacion
entre los picos (se trabajé con un gradiente hasta los 85 minutos de elucién). La Figura 5-2
presenta las extracciones en fase solida a una concentracion de 5 mg/mL en 100% MeOH
para cada medio de cultivo evaluado.
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Figura 5-2. Andlisis por HPLC del sobrenadante libre de células separados por extraccion en fase sélida a
100% MeOH en el gradiente por etapas 70%, 100% del sobrenadante del cultivo de B.subtilis EA-CB0575 en
los medios TSB y SBM.
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En la figura anterior se observa que se encontraron grupos de picos similares entre los
tiempos desde el minuto 33 hasta el minuto 44, y desde el minuto 72 hasta el minuto 80, en
los cuatro cromatogramas presentados. Esto es consistente con los resultados obtenidos
por Posada-Uribe en 2015 empleando espectrometria de masas (no publicados). Al hacer

el analisis de estos datos se determind la presencia de surfactinas y fengicinas, por lo cual
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se presupone que estos grupos son estos compuestos. Los rendimientos y areas promedio

calculadas para cada medio se presentan en la Tabla 5-2

Tabla 5-2. Rendimientos y areas promedio obtenidas en SPE 100% de los extractos obtenidos a partir de los

medios TSB y SBM.
Medio de Rendimiento SPE 100% | Area promedio Fengicina Area promedio Surfactinas
Cultivo (mg) (mAU*s) (mAU*s)
TSB 2.35 24234.07 24861.91
SBM 1.4 22480.21 20462.10

Como puede observarse en la tabla anterior el rendimiento para el medio TSB es 0.95 veces
mayor que el medio SBM. Adicionalmente, el area o la altura de pico es proporcional a la
concentracion que hay en la muestra, en el medio TSB las fengicinas y surfactinas
presentaron areas promedio muy similares, por otra parte, en el medio SBM el area de los
picos que componen las surfactinas fue un 18% mayor al area de los picos correspondientes
a las fengicinas. Respecto a las diferencias entre los medios puede observarse que el area
de los picos que componen las fenginas y surfactinas es mayor para el medio de cultivo
para la produccién de células vegetativas, lo que quiere decir que se produce una cantidad

mayor de estos metabolitos en este medio.

El medio SBM fue disefiado y optimizado por Posada en 2015 para la produccion de
esporas del B.subtilis EA-CB0575, en este caso la fase exponencial es muy corta y la
estacionaria se da con rapidez en el cultivo. Diferentes autores han reportado que en el
cultivo liquido del microorganismo, los mayores niveles de produccion de surfactinas se dan
en la fase exponencial de crecimiento (entre las 0 y las 10 h para los medios evaluados),
donde la concentracién de nutrientes es mayor, en el caso de las fenginas, su produccién
estd condicionada por la fase estacionaria del cultivo, cuando el microorganismo el
microorganismo se encuentra produciendo altas cantidades de esporas y los nutrientes son
escasos (Jacques et al., 1999; Rahman et al., 2006). Gracias a lo anterior cabe anotar que
la produccion de los metabolitos en grandes cantidades esta influenciada directamente por
las condiciones de crecimiento y la optimizacion del medio de cultivo (Akpa et al., 2001;

Mosquera et al., 2014).
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5.5. Conclusion

Fueron identificados los lipopéptidos reportados para la promocion de crecimiento de las
cepa B.subtilis EA-CB0575, en el sobrenadante de los medios de cultivo para la produccién
de lipopéptidos, células vegetativas y esporas, en este caso se obtuvieron rendimientos de
99 mg, 35 mg y 3 mg respectivamente evidenciando una mayor cantidad de los compuestos
en el extracto crudo del medio MOLP, en estos medios se evidenciaron grupos de picos en
los tiempos de retencion entre 10 y 20 minutos y 25 y 30 minutos, lo cual sugiere que los
picos en el primer grupo pertenecen a las fengicinas y los picos en el segundo grupo
pertenecen a las surfactinas. Adicionalmente se cuantificd la cantidad de lipopéptidos
producidos por el microorganismo en el sobrenadante del cultivo de B.subtilis EA-CB0575
para la produccién de esporas y células vegetativas, encontrandose que cuando el
microorganismo se encuentra en estado vegetativo la produccion de fenginas y surfactinas
aumenta en un 7 y 18% respectivamente, presentando rendimientos 0.98 veces mayores a

los cuantificados en el sobrenadante del medio para la produccién de esporas.
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Anexos

Anexo 1. Composicién de los Medios de cultivo

Medio de cultivo TSA (“Tryptic Soy Agar”, Merck)

Medio de cultivo SBM modificado “Sporulation Bacillus Medium” (Posada, 2012)

105

Caseina pancreatica digestiva 15
Enzima digestiva de soya 5
NaCl 2.5
Agar 15
Bactoagar (Oxoid) 9

Medio de cultivo TSB (“Tryptic Soy Broth”, Merck)

Glucosa 25
Caseina pancreatica 17
digestiva

Enzima digestiva de soya 3
NaCl 5
KoHPO4 2.5

Glucosa 1.04
MgS04 7H20 0.59
KH2P04 6
Extracto de levadura 5
Peplona Especial 3
NaCl 0.01




Medio de cultivo MOLP “Medium Optimal for Lipopéptide Production” (Ongena &
Jacques, 2008)

Peptona especial (Oxoid) 30
Sacarosa comercial 20
KH2PO, (Carlo Erba) 1.9
Extracto de levadura 7
(Oxoid)

Solucilon de elementos 1 mLL
traza

Solucién de Mn-Mg** 9 mL/L

*La solucién de elementos traza estaba compuesta por: CuSOs, 1 mg/L; FeCL36H20, 5 mg/L; Na2MoO42H:0, 4
mg/L; Kl, 2 mg/L; ZnS047H20, 0.14 mg/L; H3BO4, 10 mg/L, CsHeO7, 10 g/L.

** La soluciéon de Mn-Mg por: MnSO4H20, 0.4 g/L, MgSOs4, 50 g/L. El pH sera ajustado a 7 con una solucion de
NaOH 1 M (Jacques et al., 1999).

Anexo 2. Curva de calibracion Absorbancia vs UFC/mL del microorganismo B. subtilis EA-
CBO0575. A. Células Vegetativas, B. Esporas
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Anexo 3. Curva de calibracion y mediciones para el Consumo de Azucares
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Glucosa (g/L)

Blanco 500 0 0 500 0
1 475 25 0.2 500 0.09
2 450 50 0.4 500 0.16
3 425 75 0.6 500 0.24
4 400 100 0.8 500 0.32
5 355 125 1 500 0.407
6 350 150 1.2 5 0.509
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