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INTRODUCCION

En las ultimas décadas ha surgido una tendencia hacia la produccion limpia, cuyo
fin es reducir el uso de insumos quimicos para la fertilizacion y control de
fitopatdgenos que producen pérdidas agrondémicas no solo en cultivos anuales
sino también en cultivos perennes. Estos agroquimicos estan implicados en la
alteracion de la microbiota natural del suelo, de manera que la reducen
considerablemente 'y perjudican las interacciones benéficas entre el
microorganismo Yy la planta. Por esta razén las investigaciones se han enfocado en
la busqueda de microorganismos que puedan ser usados para restablecer estas
interacciones, al punto que sean empleados como biofertilizantes y/o
biocontroladores, que  mitiguen el impacto ambiental de los agroquimicos y
reduzcan los costos de produccion.

Al examinar los problemas derivados del empleo de plaguicidas es cada dia mas
urgente la necesidad de buscar nuevas alternativas que reduzcan y ojala
eliminen el empleo de quimicos. Adicionalmente, la acidez de los suelos es
afectada con la aplicacion de fertilizantes quimicos, en la mayoria de casos los
agricultores utilizan abonos nitrogenados, y su uso frecuente disminuye el pH
del suelo, a un rango de acidez entre 3,5y 5,0, lo que lo hace improductivo (Chien
et al., 2008).

En el mercado se consiguen insumos agricolas que contienen microorganismos
gue actian como promotores de crecimiento vegetal, pero son microorganismos
aislados de ambientes diferentes que, en muchos casos, el cambio de
condiciones hace que su funcionalidad se reduzca. Por tal motivo, es necesario
identificar microorganismos nativos que actuen bajo las condiciones ambientales
de la region y puedan usarse como alternativa al empleo de agroquimicos.

En respuesta a estas politicas de produccion organica, en este trabajo, a 15
cepas bacterianas y 1 levaduriforme aisladas de residuos de higuerilla (Ricinus
communis) fruto y torta, se les evalué la capacidad promotora de crecimiento
vegetal; comprobando la capacidad de cada cepa para producir Acido Indol-
acético y solubilizar fosfatos; su potencial antagonico frente al fitopatégeno
Fusarium equiseti y su eficiencia en la produccion de enzimas quitinoliticas. La
cepa microbiana que mostr6 mayor produccion de Acido Indol-acético fue
evaluada in vivo en la germinacion de semillas de tomate (Solanum lycopersicum)
variedad Santa Clara.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de promocién del crecimiento vegetal, de microorganismos
aislados a partir de residuos de higuerilla (Ricinus communis)

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar en los microorganismos seleccionados, la capacidad de solubilizacién
de fésforo y produccién de acido indol-acético como inductores del crecimiento
vegetal, en semillas de tomate (Solanum lycopersicum).

Determinar la capacidad antagonista y quitinolitica de los microorganismos
seleccionados a partir de aislamientos provenientes de residuos de higuerilla
(Ricinus communis).

Identificar la filogenia de los microorganismos evaluados.
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2. MARCO TEORICO

2.1 RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL

El suelo es uno de los habitats microbianos que presenta mayor diversidad, se
estima que alberga cerca de 10° microorganismos por gramo de suelo y 10
especies diferentes por gramo de suelo. Estos microorganismos pueden
interactuar en la rizosfera, con las raices de las plantas, de modo que los
exudados radicales, ricos en compuestos organicos les aportan gran variedad de
nutrientes para llevar a cabo sus actividades metabdlicas. En cuanto a la
interaccibn que los microorganismos establecen con las plantas se pueden
distinguir tres grandes grupos de comunidades microbianas, a saber:

1. Sapréfitos: son microorganismos que utilizan la materia organica como fuente
nutricional para llevar a cabo su actividad metabdlica.

2. Patégenos: son los microorganismos responsables de muchas enfermedades
en las plantas.

3. Simbiontes mutualistas: estos microorganismos benefician el desarrollo y
nutricion de las plantas (Franco. M 2008)

De estos ultimos, se han descrito diversos efectos benéficos, como la estimulacion
del desarrollo radicular y la germinacion de las semillas de las plantas, debido a la
produccion de vitaminas, fitohormonas y otras sustancias. Muchos
microorganismos mejoran las caracteristicas estructurales del suelo, mediante la
formacion de agregados estables, resultado del crecimiento microbiano; varios
estan implicados en los ciclos biogeoquimicos de algunos nutrientes, de manera
gue actuan como biofertilizantes, aportando nutrientes al suelo.

También se ha encontrado que la resistencia de algunas plantas a factores
estresantes de naturaleza bidtica o abidtica se debe a la presencia de
microorganismos capaces de establecer actividad antagonista frente a
fitopatdgenos, o que aumentan la tolerancia a la salinidad de los suelos o al déficit
de agua. A estos microorganismos se les ha denominado, rizosféricos o
rizobacterias, debido a la preferencia que tienen de interactuar en el sistema
conformado por el suelo y la raiz. Estos microorganismos se conocen Como
microorganismos promotores de crecimiento vegetal (PGPR) y poseen diferentes
mecanismos de accion:

1. Antagonismo o supresion de microorganismos fitopatdogenos.

2. Proporcionando elementos biodisponibles para la planta (Biofertilizantes),
como nitrogeno y fésforo.

3. Produccion de fitohormonas (Bioestimulantes) (Saharan y Nehra, 2001).
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Los bioestimulantes pueden actuar mediante la sintesis de reguladores de
crecimiento, como auxinas y giberelinas, que producen un aumento en el
desarrollo de pelos radicales y en la densidad misma de la raiz, manifestandose
en el aumento de la capacidad de absorcién de agua y captacion de nutrientes,
dando a la planta mayor viabilidad, productividad y resistencia a condiciones
adversas como sequia (Saharan Y Nehra. 2001).

2.1.1 Fitohormonas reguladoras del crecimiento vegetal

Las fitohormonas son moléculas de bajo peso molecular, se les ha llamado
‘Reguladores del Crecimiento Vegetal”’, estas sustancias actuan en diversos
tejidos diana, cumpliendo diferentes funciones fisioldgicas, influyen en la division y
diferenciacién celular, dormancia y germinacién de semillas, desarrollo de frutos y
florescencia, actian a concentraciones muy bajas y sus efectos varian de acuerdo
a la interaccion con otros reguladores (Celis y Gallardo. 2008). Se han descrito
siete reguladores de crecimiento vegetal: auxinas, giberelinas, citoquininas,
brasinosteroides, acido abscisico, etileno y acido jasmonico.

Las auxinas son naturalmente sintetizadas por la planta, son ampliamente
utilizadas en el cultivo de hortalizas (Rodriguez y Martin. 2009) La auxina mas
comun es el Acido Indol-acético (AlA), que esta intimamente relacionada con los
tropismos de la planta, como inclinaciones, giros o curvaturas del tallo; ademas,
estimula el desarrollo del sistema radical de la planta, interviene en los procesos
de division celular, estimula el desarrollo de frutos y numero de hojas (Franco. M
2008). Las rizobacterias que sintetizan auxinas pueden producir AlA, a partir de
triptéfano que es exudado por la raiz de las plantas, este actta como un precursor
en la sintesis del AlA. (Loredo et al. 2004)

2.1.2 Produccion de Auxinas por bacterias y plantas

El &cido indol-acético (AlA) es sintetizado en las plantas por medio de tres rutas
diferentes, la ruta de triptamina (TAM), en donde la descarboxilacion del triptéfano
origina triptamina, que por la accién de diversas enzimas es llevada finalmente a
Acido 3-Indol-acético. La ruta del indol 3-piruvato (IPA), en donde la triptamina
(TAM) puede actuar como intermediaria y es transformada por accién enzimatica
hasta Indol 3 acetaldehido (IAld), y la ruta del indol 3-acetonitrilo (IAN), donde el
triptéfano es descarboxilado a indol 3 acetaldeina (IAOx) y a indol 3-acetonitrilo
(IAN) y finalmente es convertido en Acido 3-Indol-acético.

Las bacterias, pueden sintetizar el &cido Indol-acético mediante una ruta
metabdlica que transforma el triptéfano en Indol 3-acetamida (IAM) por accion de
la tript6fano mono-oxigenasa, y posteriormente a Acido 3-Indol-acético por accion
de la Indol 3-acetamida hidrolasa (Taiz y Zeiger. 2010).
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Figura 1. Rutas de sintesis de AlA en bacterias y plantas.

(A) (B} Q (D)
Indole-3-pyruvic acid pathway
COOH

T
= N NH;
H
“Trp Tryptophan (Trp) Trp
MOoNooXygenase Tp decarboxylase
transaminase [
IAN TRk TAM
| N ° |
e HOH H NH
h Indole—3—pyruvic acid (IPA) H 2
Indole-3-acetaldoxime PA Tryptamine (TAM)

Bacterial pathway decarboxylase
Amine
@\ J/—\f g\ e

Indole-3- acetaldehyde (1ald)
Indole-3- acetamlde (1AM) Indole-3- ace‘tomtnle (1AN)

1ald
Nitrilase dehydrogenase

*IAM hydrolase

Indole-3-acetic acid (IAA)

Fuente: (Taiz y Zeiger, 2010)
Las enzimas exclusivas de bacterias, se identifican con un asterisco

2.1.3. Produccion de Auxinas por PGRPs

En respuesta al impacto ambiental causado por el uso de agroquimicos la
comunidad cientifica ha puesto su mirada en los microorganismos benéficos o
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGRP), capaces de estimular el
crecimiento y desarrollo de las plantas. Los PGRP median a favor de las plantas
por medio de complejas interacciones. La diversidad microbiana del suelo
interactia con la raiz y establece procesos simbidticos que benefician el
desarrollo posterior de la planta. Estudios recientes demuestran que son muchos
los microorganismos implicados en la ecologia microbiana del suelo que
utilizandolos correctamente pueden incluso reemplazar el uso de agroquimicos.
(Cordis 2011)
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En la actualidad se conoce una amplia diversidad de géneros y especies
microbianas capaces de estimular el desarrollo de las plantas, algunos de estos
PGRP se mencionan en la tabla 1.

Tabla 1. Promotores de crecimiento producidos por algunos microorganismos.

Promotor de crecimiento Microorganismos productores

AIA Azospirillum brasilense, Azospirillum
lipoferum, Rhizobium, Xanthomonas,
Pseudomonas

Giberelinas Agrobacterium sp., Micrococcus spp.,
Pseudomonas  spp., Azospirillum
lipoferum, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus.

Giberelinas y Citoquina Azospirillum brasilense, Arthrobacter
giacomelloi.

AlA, Giberelinas y Citoquina Azospirillum paspali, Azotobacter spp,
Acinetobacter spp., Agrobacterium
sp., Bacillus spp., Pseudomonas spp,
Xanthomonas, Flavobacterium spp.

Fuente: (Mantilla, 2007)

Sin embargo en los ultimos afios se ha creado controversia acerca de cuando una
rizobacteria se puede considerar promotora de crecimiento vegetal (PGRP), por lo
gue se han definido los siguientes criterios para determinarlo:

1. Que no invadan los tejidos internos de la planta, como ocurre con los hongos
micorriticos.

2. Que alcance una elevada concentracién microbiana en la rizosfera, de modo
gue pueda realizar el efecto deseado.

3. Que puedan colonizar efectivamente la superficie de la raiz.
4. Que no afecte al hombre ni a otros microorganismos benéficos (Mantilla, 2007)

Se ha descrito la capacidad de muchos microorganismos (PGRP) para sintetizar
auxinas, como el Acido Indol-acético, siendo Azospirillum y Azotobacter algunos
de los géneros mas estudiados. También se han reportado cepas del género
Pseudomonas capaces de sintetizar auxinas (Celis Y Gallardo 2008), y otros
géneros como Rhyzobium y Bacillus. Los microorganismos del género Bacillus

15



causan un efecto benéfico en las plantas mediante la produccion de
biosurfactantes y antibioticos, solubilizacion de fosfatos, o por medio de actividad
antagonica frente a otros microorganismos fitopatégenos (Rodriguez y Martin,
2009).

2.1.4. Colonizacién de laraiz por PGRPs

Los microorganismos de la rizésfera pueden clasificarse desde el punto de vista
ecologico, como de vida libre o asociativa. Los de vida libre se unen directamente
a la raiz sin necesidad de establecer previamente poblaciones en la rizésfera,
ademas pueden establecerse en la rizésfera sin que haya raices y realizar
normalmente sus actividades biologicas, lo que significa que no requieren
estrictamente estar asociados a un hospedero. Los asociativos, necesitan de un
hospedero para realizar sus procesos bioldgicos, y actuar como promotores de
crecimiento vegetal.

AUn no estan muy claros los procesos que median en la colonizacion radical, la
forma en que las bacterias son atraidas hacia la raiz parece estar relacionada con
la mayor produccion de fuentes de carbono, mayor cantidad de agua disponible, o
la atraccion de muchos microorganismos por un gradiente de concentracion
nutricional o de otros estimulos hacia la planta (quimiotaxis, movimiento y
adhesion).

Los genotipos tanto vegetal como microbiano, también pueden estar involucrados
en la especificidad de asociacion planta-microorganismo, de manera que estas
uniones especificas son determinantes en los resultados de dicha asociacion. Sin
embargo hasta ahora solamente se ha encontrado un microorganismo,
Azotobacter paspali, promotor del crecimiento vegetal asociado estrictamente, al
pasto Bahia (Paspalum notatum). Esto ha generado en la comunidad cientifica
algunos interrogantes sobre la forma en que se llevan a cabo los mecanismos de
adhesion ala superficie de la raiz (Loredo et al. 2004)

2.1.5. Deteccion de Auxinas

La técnica colorimétrica de Salkowski es el método mas utilizado para hacer
estimaciones cuantitativas y cualitativas en la determinacion de Acido Indol-acético
(AlIA). El reactivo de Salkowski originalmente lleva en su composicion acido
perclérico, este acido oxida las moléculas de indol presentes en el AlA, generando
una coloracién que va de rosado a fucsia, sin embargo algunas modificaciones
hechas al reactivo han permitido sustituir el acido perclérico que es de alto costo
por &cido sulfarico, obteniéndose coloraciones semejantes. La técnica
colorimétrica de Salkowski se basa en la cantidad de energia electromagnética
gue absorbe el AlIA, se ha determinado que la longitud de onda a la que ocurre la
mayor absorbancia de una solucién de AIA es a 530 nandmetros, esto ha
permitido hacer detecciones de esta auxina en caldos microbianos suplementados
con triptéfano (Celis y Gallardo 2008)
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La deteccion de AIA con HPLC también se ha realizado con éxito en caldos de
fermentacion microbianos, este método permite alta sensibilidad, linealidad y
especificidad, no obstante su mayor limitante es el factor econémico porque
requiere de recursos costosos. (Castillo et al. 2005; Tien et al. 1979)

2.1.6 Solubilizacién de fosfatos.

El fosforo es un componente de muchas estructuras celulares, como el DNA, y el
RNA, ademés forma parte de fosfolipidos que componen algunas membranas
biolégicas dentro de la célula. El fésforo generalmente es absorbido por las
plantas en forma de fosfato diacido (H2PO4 —) en suelos &cidos y como fosfato
monoacido (HPO4 2- ) en suelos alcalinos, sin embargo estos compuestos
pueden reaccionar facilmente con algunos elementos presentes en el suelo, como
el Hierro (Fe), Aluminio (AL) y Manganeso (Mn) en suelos acidos y con Calcio (Ca)
y Magnesio (Mg) en suelos alcalinos, formando fosfatos altamente insolubles, que
no estan biodisponibles para las plantas. (Paredes y Espinosa 2010).

Algunos microorganismos del género Pseudomonas, Enterobacter y Bacillus han
mostrado una alta capacidad para solubilizar fosfatos (Bernal 2010), pero esta
propiedad no es exclusiva de protistas, ya que algunos hongos del género
Penicillium y Aspergillus tienen alta capacidad para solubilizar fosfatos. (Patifio C.
2010)

2.1.7 Mecanismos de accién en la solubilizacién microbiana de fosfatos.

Produccion de fosfatasas

La accion de las enzimas extracelulares que algunos microorganismos producen
permite transformar macromoléculas presentes en el suelo y llevarlas a moléculas
mas pequefias y asimilables por la planta, las fosfatasas basicamente actian
sobre la materia organica a través de tres grupos de enzimas:

Fosfatasas no especificas: defosforilan los enlaces fosfoéster o fosfoanhidros que
hay en la materia organica

Fitasas: promueven la liberacion del fésforo del acido fitico del suelo

Fosfonatasas y liasas: permiten la division de los enlaces Carbono-Fdésforo (C-P)
de los fosfonatos organicos (Patifio, 2010; Paredes y Espinosa, 2010)

Solubilizacion por acidos organicos

La solubilizacion de fosfatos por medio de la produccion de acidos organicos es
uno de los mecanismos mas frecuentes, se ha demostrado que los acidos que
intervienen en la solubilizacién de fosfatos como el acido glucénico producido por
algunos microorganismos Gram negativos, proviene de la oxidacion de la glucosa,
sin embargo se ha descrito una gran cantidad de &cidos organicos que realizan
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esta misma funcién, tales como oxalico, citrico, butirico, maldnico, lactico,
succinico, malico, , acético, gliconico, fumarico, adipico, indol-acético y 2-
cetogluconico.

Estos acidos quelatan los elementos que conforman el fosfato insoluble en el
suelo como el Calcio (Ca), Aluminio (Al) y Hierro (Fe), solubilizando el fosfato para
gue sea asimilado por la planta. Los diferentes acidos organicos son producidos
en virtud de la fuente de carbono que puede utilizar el microorganismo, de manera
gue entre mayor capacidad de asimilar diferentes fuentes de carbono tenga el
microorganismo mejor respuesta en la solubilizacion se obtendra, esto es
importante cuando se mira a la luz de los exudados radicales de la planta, que
estan compuestos principalmente por fuentes carbonadas como fructosa, sucrosa
y glucosa (Bernal, 2010).

Produccion de protones y acidos inorganicos.

Otro mecanismo esta dado por la produccion de protones durante la asimilacion
de amonio NH; * por parte de algunos microorganismos del suelo que fijan
nitrogeno, como Rhizobium y Bradyrhizobium de manera que se propicia la
liberacion del fosforo para ser usado por la planta (Fernandez, 2005).

La produccion de acidos inorganicos también esta involucrada en la solubilizacion
de fosfatos; acidos como el nitrico y sulfarico son producidos en menor medida
por algunos microorganismos que solubilizan el fosfato presente en el suelo.

2.2 ANTAGONISMO MICROBIANO.

El antagonismo es un proceso natural entre comunidades microbianas, los
antagonistas son microorganismos que inhiben el desarrollo de otras poblaciones
microbianas. Existen varias especies bacterianas descritas como antagonistas de
microorganismos fitopatdégenos, entre ellos Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens y hongos como Trichoderma viride y
Burkholderia cepacia (Izzeddin y Medina. 2001; Trujillo et al. 2007).

Los mecanismos de accion implicados en los procesos de control biologico, estan
dados por: parasitismo directo y muerte del patdgeno; competencia nutricional con
el patégeno; efectos toxicos directos por medio de la liberacidbn de sustancias
como antibiéticos, sideréforos, enzimas liticas y detoxificadoras; efectos toxicos
indirectos sobre el patdgeno por liberacion de sustancias volatiles como etileno,
induccion de resistencia sistémica en la planta (Orietta y Larrea, 2001). Los
microorganismos antagonistas han sido utilizados para ejercer control sobre
muchas enfermedades que causan pérdidas econdmicas en vegetales. (Toledo,
2004)

2.2.1 El género Bacillus como antagonista de patdogenos.
Bacillus es uno de los géneros bacterianos mas ampliamente estudiado en cuanto
a capacidad antagodnica, Gillen y colaboradores encontraron cuatro cepas de este
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género, que mostraron actividad antagoénica frente a Fusarium spp., Rhizoctonia
solani y Phytopthtora capsici , microorganismos que causan pérdidas del 40% al
60 % en los sistemas de produccion del chile, los microorganismos antagdnicos
fueron Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, y dos cepas de Bacillus
subtilis (Cruz et al. 2006)

En 2007 Benitez y colaboradores identificaron varios morfotipos bacterianos del
genero Bacillus, entre ellos: Bacillus brevis, Bacillus pumilis, y Bacillus sp que
mostraron capacidad antagonica frente a Botrytis cinerea y Sclerotina
sclerotiorum, dos fitopatégenos del suelo causantes de podredumbres en
hortalizas, frutalesy tubérculos (Benitez 2007)

Lépez y su equipo aislaron 17 cepas del género Bacillus de un conjunto inicial de
323 aislados a partir de muestras de hojas, suelo y raices, que fueron antagonicas
de Sclerotium rolfsi, Rhizoctonia solani y Phytium aphanidermathum
microorganismos que afectan el cultivo de tabaco, en este estudio se observo
produccion de metabolitos toxicos para los patdgenos por parte de las bacterias
antagonicas (Sosa et al. 2006).

Bacillus subtilis es uno de los mejores representantes de este género, es un
fuerte antagonista y fitoprotector en cultivos de aguacate, tomate, frijol y cebolla,
brindando proteccion contra fitopatbgenos como Fusarium solani, Fusarium
oxysporum, Fusarium moniliforme y Alternaria porri. Esta amplia capacidad
antagonista en parte se debe a los mecanismos usados por B. subtilis que le
permite una alta efectividad frente a un amplio espectro de hongos filamentosos
patogenos (Orieta Y Larrea, 2001).

2.2.2 Mecanismos in vivo usados por Bacillus subtilis para el control de
patdégenos que afectan las plantas.

Bacillus subtilis es una bacteria Gram-positiva de forma bacilar, que forma una
endospora central bajo condiciones de estrés, es estrictamente aerobica; los
mecanismos que median en su capacidad antagonica estan dados principalmente
por la produccion de subtilina y otros antibioticos de la familia de las Iturinas que
actuan sobre la pared celular de los hongos.

Otro mecanismo se relaciona con la estimulacion de la resistencia sistémica
inducida (RSI) de la planta. Maldonado y su equipo evaluaron la accion de Bacillus
subtilis en la estimulacion de la resistencia sistémica inducida (RSl ) para proteger
la calabacita del virus del mosaico del cohombro, encontrando que las plantas
tratadas con el microorganismo mostraron diferencias estadisticas significativas en
la concentracién de unidades virales, ademas se ha demostrado que la RSI por
Bacillus subtilis, no solo es efectiva contra virus, sino también contra hongos y
bacterias patégenas (Maldonado et al, 2008)

Sin embargo no es facil determinar con exactitud todos los mecanismos
implicados en la accién antagdnica de un microorganismo, ya que varios pueden
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estar involucrados simultdneamente. Por otra parte existen interacciones
microbianas que se llevan a cabo en la rizésfera y que determinan la resistencia o
susceptibilidad de la planta frente a patdgenos, generalmente son muchos los
microorganismos que actian brindando proteccion por medio de diversas
actividades microbianas, que incluyen en muchos casos el parasitismo y la
competencia nutricional.

Algunas cepas bacterianas como Bacillus thuringiensis han sido utilizadas para el
control de insectos, ya que durante su fase de esporulacion, B. thuringiensis
forma cristales o cuerpos parasporales que contienen proteinas Cry que
presentan actividad ante una gran variedad de insectos y cuyo efecto téxico es
incrementado por la accion de quitinasas bacterianas producidas por el
microorganismo (Fortuna J. 2009).

2.3 LA QUITINA.

La quitina es un polisacarido formado por moléculas de N-acetiglucosamina
(NAG), que se unen por enlaces 3-1.4, Ver figura 2. Cuando se forman cadenas
de mas de seis monomeros es insoluble, los puentes de hidrégeno dan estabilidad
a las estructuras dispuestas en paralelo. La quitina tiene tres formas moleculares,
desde el punto de vista estructural: la forma alfa es la mas abundante y las
cadenas son antiparalelas; la forma beta cuyas cadenas son paralelas y la forma
gamma que tiene las cadenas intercaladas, de manera que por cada cadena que
se oriente en un sentido, hay dos que se orientan en sentido opuesto, la gamma
quitina es la forma mas atipica y extrafia dentro de todas las quitinas. La quitina es
uno de los compuestos organicos mas abundantes de la naturaleza, después de la
celulosa y es un componente esencial de las paredes celulares de hongos, del
exoesqueleto de insectos y del caparazon de crustaceos. (Sastoque, 2005). La
qguitina es un recurso biolégico abundante y renovable por sintesis bioldgica
(Nava, 2009.)

Figura 2. Estructura molecular de la quitina

Quitina

Fuente: (Nava, 2009)
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2.3.1 Microorganismos quitinoliticos.

El uso de microorganismos para el control fitosanitario de insectos y hongos en
cultivos de interés agricola, se ha venido desarrollando en virtud de la capacidad
de muchas bacterias y hongos de producir enzimas quitinoliticas denominadas
quitinasas, entre los géneros y especies microbianas mas reconocidas estan
Vibrio, Streptomyces, Serratia marcescens, Serratia liquefaciens, Clostridium y
arqueobacterias (Sastoque E. 2005).

Okumoto y su equipo reportaron en 2001 la capacidad de algunas cepas de
Bacillus sp y Pseudomonas fluorescens para ejercer control bioldgico sobre
Alternaria solani mediante la lisis de las células del hongo por la accién de
guitinasas (Okumoto et al. 2001), en 2007 Sastoque y colaboradores reportaron un
aislado alcaldfilo y halotolerante de Streptomyces sp a partir de residuos de
camardn, capaz de producir enzimas quitinoliticas, (Sastoque et al. 2007). En
2011 Castro y su equipo reportaron un aislado en exoesqueletos de camarén de la
bacteria Serratia sp. BIOMI-363706, capaz de producir una quitinasa extracelular
(Castro et al. 2011). De hecho se ha encontrado que muchos microorganismos
marinos pueden tener un gran potencial para producir quitinasas, tal vez como
resultado de la evolucion en sus mecanismos enzimaticos para localizar alimento
en animales marinos que poseen quitina.

Algunas cepas bacterianas como Bacillus thuringiensis han sido utilizadas para el
control de insectos plaga en plantas, ya que durante su fase de esporulacion, B.
thuringiensis forma cristales o cuerpos parasporales que contienen una enorme
cantidad de proteinas ( endotoxinas) conocidas como proteinas Cry que presentan
actividad ante gran variedad de insectos y cuyo efecto toxico es incrementado por
la accion de quitinasas bacterianas producidas por el microorganismo (Fortuna J.
2009)

El intestino de las larvas de insectos también ha sido una fuente de
microorganismos quitinoliticos, Pinto (et. al) describen un conjunto de
microorganismos aislados de larvas y del contenido de pupas de Automeris
Zugana y Rotschildia lebeau en especial de Enterobacterias, capaces de producir
gran diversidad de enzimas, entre las que se cuentan las quitinasas (Pinto et al.
2007).

Uno de los mecanismos microbianos implicados en el uso de la quitina por parte
de la célula, fue expuesto por Yu y su equipo en 1991, al respecto se describid
gue una vez el microorganismo detecta la presencia de quitina en el medio, se une
a ella e induce la liberacidbn de quitinasas extracelulares que la degradan a
oligosacaridos, estos entran al periplasma celular y posteriormente son
transformados a residuos de N-acetilglucosamina (GlcNac) que son llevados al
citoplasma mediante la via del fosfoenol-piruvato, a partir de aqui los GlcNac son
convertidos a Fructosa -6P que es utilizado en la glicdlisis (Yu et al. 1991).
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2.4 EL TOMATE

El tomate (Solanum lycopersicum), se ha considerado como una de las hortalizas
de mayor importancia econémica en muchos paises del mundo, por la variedad de
productos que se elaboran a partir de él, y las divisas que aporta (Santiago et al.,
1998). En Colombia, el tomate es cultivado principalmente en Norte de Santander,
Huila, Valle, Santander, Tolima, Antioquia, Boyaca, Cesar, Narifio, Atlantico y
Guajira. Se ha estimado que genera unos 2.309.440 jornales anuales, ya que
cerca del 16% del &rea horticola del pais, se siembra en tomate (Corpoica, 2007).

El tomate es susceptible a muchas enfermedades flingicas, la mayoria de ellas se
generan cuando hay mal manejo en la cantidad de agua que recibe la planta, esto
hace que se requiera frecuentemente aspersar agroquimicos para su control.
Dentro de los principales hongos que afectan al tomate destacan: Fusarium
oxysporum, Stemphylium solani, Phytophtora infestans, Alternaria solani y
Verticillim s p. (Meister Media Worlwide, 2006). Las bacterias y los virus son
también causantes de diversas enfermedades en el tomate, las enfermedades
viricas que se han identificado en Colombia son causadas por los géneros
Tobamovirus, Cucumovirus, Potyvirus, Tospovirus, Begomovirus y Crinivirus
(Morales et al., 2009) en tanto que las principales enfermedades bacterianas son
causadas por Clavibacter michiganensis, Xanthomonas campestris Yy
Pseudomonas syringae. (Meister Media Worlwide, 2006). Esta gran variedad de
fitopatdgenos que atacan al tomate, hace que su cultivo requiera el uso de una
considerable cantidad de agroquimicos para su manejo, ocasionando problemas
gue comprometen la sostenibilidad de los agrosistemas y la biodiversidad

2.5 CONSTRUCCION DE ARBOLES FILOGENETICOS

La filogenia es considerada la ciencia encargada de estimar la evolucién de las
especies, genes o genomas, en donde especificamente la filogenia molecular
hace uso de las secuencias de ADN o proteinas para realizar las comparaciones
evolutivas aprovechando las dependencias que existen desde el punto de vista
estadistico entre las secuencias (Harvey y Nee, 1996).

La comparacion de las secuencias del gen ADNr 16S permite establecer
relaciones filogenéticas entre organismos procariotas, de forma similar la regién
ITS permite hacer lo mismo en eucariotas.

Esto ha traido una gran repercusion en la taxonomia microbiana, ya que ha dado
lugar al sistema de clasificacion actual que ha permitido la identificacién rapida y
precisa tanto de procariotas como de eucariotas. La identificacion molecular que
se basa en el analisis del gen ADNr 16S es comunmente usada para la
identificacion de bacterias en donde otro tipo de técnica resulta imposible o
simplemente requiere mucho tiempo. La amplificacién del gen permite su posterior
secuenciacion y este proceso comienza preferentemente del ADN extraido de un
cultivo puro bacteriano, aunque también puede conseguirse de una muestra
proveniente de distintos tipos de fuente. Las moléculas de el ADNr 16S e ITS
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estan presentes en todas las bacterias y en todos los eucariotas respectivamente,
y su analisis es por tanto, un instrumento de identificacion universal, una de las
caracteristicas que las hace tan util es que su estructura y funcién han
permanecido sin mayores alteraciones durante un tiempo muy largo, de modo que
cualquier cambio en la secuencia refleja sobre todo cambios aleatorios que
ocurren de una forma suficientemente lenta, de modo que puede aportar
informacion acerca de todos los procariotas a través de la escala evolutiva
(Rodicio y Mendoza, 2004 )

Existen relaciones jerarquicas entre los microorganismos que surgen a traves de
la evolucion, los arboles filogenéticos nos permiten esquematizar dichas
relaciones. Estos arboles constan de nodos unidos entre si por ramas, las
longitudes de estas ramas pueden significar la distancia evolutiva que hay entre
nodos. Los arboles agrupan los organismos, de manera que todo lo que hay
alrededor de un nodo es considerado un grupo monifilético, es decir, que todo el
grupo se originan de un unico ancestro comun y por tanto pueden poseer rasgos
comunes, cuando se presenta que un grupo excluye a algunos de sus
descendientes se denomina parafilético (Baldauf, 2003).

Actualmente hay diversos métodos que permiten la construccion de arboles
filogenéticos, que han sido categorizados en uno de los siguientes grupos
(Sandria, 2003):

Basados en distancias: Realizan un célculo de la distancia evolutiva para todos los
pares de unidades taxondmicas operacionales o secuencias de ADN, de manera
gue el arbol filogenético finalmente se construye utilizando las relaciones entre
estas distancias, entre los métodos mas conocidos estan;

Método de evolucion minima (ME), Método Neighbor-Joining (NJ) y UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means), sin embargo UPGMA
asume siempre una tasa de evolucibn constante por esta razon no es
recomendable usarlo para inferir arboles filogenéticos en aquellos casos en que el
conjunto de secuencias no cumple con esta hipétesis, ya que podria no reflejar
necesariamente una historia evolutiva.

Basados en caracteres discretos: realizan un analisis de los caracteres que forman
las secuencias y no de las distancias entre pares de éstas. Estos métodos cuentan
los eventos de mutacién acumulados en las secuencias y por lo tanto es posible
eliminar la pérdida de informacion que ocurre cuando los caracteres son
transformados a distancias, entre estos métodos se incluye Método de maxima
parsimonia (MP), Método de parsimonia evolutiva (EP), Método de maxima
probabilidad (ML)
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3. MATERIALES Y METODOS
A partir de cepas nativas aisladas de residuos lignocelulésicos de higuerilla
(Ricinus communis) fruto y torta, se seleccionaron 15 cepas bacterianas y una
levaduriforme, para evaluar inductores de crecimiento vegetal (solubilizacién de
fésforo y produccion de acido indol-acético AlA), actividad quitinolitica y actividad
antagonica.

Las cepas fueron suministradas por el Centro de recursos microbiolégicos UCM,
cada microorganismo posee un cédigo de identificacion como se resume en la
siguiente tabla. (Tabla 2)

Tabla 2. Cddigo de los microorganismos evaluados

MICROORGANISMO

CODIGO

Bacillus pumilus

GIBI_000187_AG_B

Bacillus altitudinis

GIBI_000188_AG_B

Bacillus pumilus

GIBI_000189_AG_B

Bacillus pumilus

GIBI_000192_AG_B

Bacillus pumilus

GIBI_000193_AG_B

Bacillus sp. GIBI_000194_AG_B
Bacillus sp. GIBI_000195_AG_B
Bacillus sp. GIBI_000197_AG_B
Bacillus sp. GIBI_000199 AG_B

Bacillus subtilis

GIBI_000200_AG_B

Bacillus sp.

GIBI_000201_AG_B

Bacillus pumilus

GIBI_000203_AG_B

Bacillus pumilus

GIBI_000204_AG_B

Bacillus pumilus

GIBI_000206_AG_B

Bacillus sp.

GIBI_000208_AG_B

Rhodosporidium paludigenum

GIBI_000209_AG_Y
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3.1 PRODUCCION DE AIA Y SOLUBILIZACION DE FOSFATOS

3.1.1 Cuantificaciéon de Acido Indol-acético (AlA) por la técnica colorimétrica
de Salkowski.

Para la cuantificacion de Acido Indol-acético (AIA) se siguié la metodologia
descrita por Celis y Gallardo (2008). Las bacterias seleccionadas para evaluar la
produccion AIA como fitohormona estimulante del crecimiento vegetal, fueron
cultivadas en agar nutritivo y el hongo levaduriforme en agar papa dextrosa
(PDA).

Se realizé una curva patron tomando concentraciones de 5, 10, 15, 20 25y 30
ug/ml de AlA (Sigma), a partir de una solucion stock de 100 ug/ml. Luego se tomé
1 ml de cada una de las soluciones y se le adicioné 2 ml del reactivo de Salkowski
preparado a partir de &cido sulftrico (H,SO4) 7,9 M y cloruro férrico (FeCL3) 40
mM. Se dejo reposar por 30 minutos a temperatura ambiente y se leyeron las
absorbancias de los patrones a 530nm en un espectrofotometro Pharo 300 de
Merck, con los valores obtenidos se hall6 la ecuacidon que relaciona la
concentracion de AIA en funcion de la absorbancia. Luego se realizo la medicion
de Acido Indol-acético producido por cada microorganismo, para ello se prepard
una suspension de cada cepa microbiana en solucion salina al 0.85%, leyendo a
una longitud de onda de 540 nandmetros se ajusto la absorbancia de esta solucion
a 0,20, lo que es equivalente a una concentracién de 10® cel/ml. Se hizo una
dilucion en caldo tripticasa de soya para favorecer la produccion de auxinas, hasta
obtener una concentraciéon de 10°cel/ml, este procedimiento se realiz6 por
triplicado para cada cepa. Las cepas microbianas se incubaron a 30°C y la cepa
levaduriforme se incubd a temperatura ambiente, se mantuvieron en agitacion
constante a 120rpm durante 96 horas, tiempo en el cual se producen los picos
maximos de produccién de AIA para estos microorganismos (Celis y Gallardo,
2008).

Para realizar las mediciones de AIA, pasadas las 96 horas de incubacion se
tomaron 2 ml de cada caldo de cultivo y se centrifugaron por 10 minutos a 5000
rpm, posteriormente se tomé 1ml del sobrenadante y se mezclé con 2ml del
reactivo de Salkowski, se dejo reposar por 30 minutos a temperatura ambiente y
se leyd la absorbancia a 530 nm para determinar la concentracion de AIA
producida por los microorganismos seleccionados. Una vez cuantificada la
produccion de AIA de cada microorganismo, se realizd un andlisis estadistico
mediante la prueba de Duncan para determinar entre los microorganismos el
mayor productor de AlA, y evaluar el efecto de su inoculacién en la germinacion y
desarrollo de semillas de tomate (Solanum lycopersicum) variedad Santa Clara.

3.1.2 Desinfeccion de semillas
Se tomaron 120 semillas de tomate (Solanum lycopersicum) variedad Santa Clara,
se sumergieron en hipoclorito de sodio al 5% durante un minuto, en etanol al 70 %
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por un minuto y finalmente se realizaron cuatro lavados con agua destilada estéril
(Castro y Roa 2006).

3.1.3 Esterilizacién de la turba.

Para evaluar el efecto del microorganismo en la germinacién y crecimiento de las
semillas de tomate (Solanum lycopersicum) se utilizé turba comercial, proveniente
de turberas canadienses (Sphagnum), ésta fue esterilizada durante 1 hora a 121
°C tres veces (Castro y Roa, 2006).

3.1.4 Preparacion de InGculos bacterianos

El in6culo bacteriano fue preparado en caldo tripticasa de soya, con una
concentracion de 10° células/ml, se utilizaron 300 ml del inéculo por kilogramo de
turba, la turba inoculada fue incubada por 96 horas a 30 °C; segiin Castro y Roa
(2006) los microorganismos pueden perder viabilidad una vez inoculados en la
turba, por lo cual la incubacion permite mejorar la viabilidad.

3.1.5 Recuento de microorganismos en el portador microbiano (Turba)

Transcurridas las 96 horas de incubacidén de la turba se procedié a hacer un
recuento en placa del microorganismo, para esto se preparé una solucion madre
con 90 ml de agua peptonada estéril y 10 gramos de turba, luego se realizaron
diluciones seriadas hasta 10 ®, se sembré por duplicado en profundidad 1ml en
agar nutritivo y se incubd a 30 °C por 48 horas (Castro y Roa, 2006)

3.1.6 Inoculacién de semillas

Se inocularon 60 semillas con la solucién del microorganismo en caldo tripticasa
de soya, con una concentracion  de 10 ® células/ml y se colocaron en agitacion
por 1 hora a 120 rpm; se realiz6 también un blanco con 60 semillas, colocadas en
agua destilada estéril y en agitacion durante una hora a 120 rpm (Reyes et al.,
2008).

3.1.7 Germinaciony siembra de semillas.

Para evaluar el efecto del microorganismo en la germinacién y desarrollo de la
planta, se sembraron en bandejas de germinacion que contenian la turba
inoculada, 6 grupos cada uno con 10 semillas inoculadas. Las semillas sin in6culo
fueron sembradas en turba sin indculo, igualmente divididas en seis grupos con
10 semillas cada uno, se sembraron de forma completamente aleatoria,
asignandole un pozo al azar a cada una.
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Las bandejas de germinacion fueron regadas con 2 ml de agua destilada estéril
durante 6 dias que permanecieron en oscuridad, posteriormente se expusieron a
la luz y se regaron cada 2 dias con igual cantidad de agua.

Al cabo de 9 dias se obtuvo el maximo de germinacion para todos los ensayos,
con los datos obtenidos se determind el porcentaje de germinacion para cada

grupo.

3.1.8 Medicién de pardmetros de crecimiento.

Las plantulas obtenidas de la germinacion fueron llevadas hasta el dia 37, tiempo
en el cual habian desarrollado 2 hojas verdaderas, se eligieron 15 plantas con
in6culo y 15 sin inéculo de forma completamente aleatoria, se midié la longitud
radical, la altura de la planta, peso hiumedo y peso seco (Castro y Roa, 2006).

Se realiz6 un recuento en placa por el método de siembra en profundidad de la
turba con inéculo en la que estaban sembradas las plantas para verificar si la
viabilidad de los microorganismos se mantuvo constante en la turba.

Longitud radical: se midio la longitud desde la base de la raiz hasta el punto de
crecimiento mas alto.

Longitud del tallo: Se midio la altura de la planta desde la base del tallo hasta el
punto de crecimiento mas alto.

Peso de materia humeda/seca. Cada una de las unidades experimentales se
seccion0 en dos partes, tallos con hojas y raiz, cada parte fue pesada para
determinar el peso humedo, posteriormente fueron coladas en crisoles y llevadas
a un horno HACEB a 60 °C por un tiempo de 72 horas al cabo del cual se pesé
nuevamente cada parte de la planta para determinar el peso seco. Con los datos
obtenidos se realiz6 un analisis por el método de componentes principales (ACP).

El Andlisis de Componentes Principales es una técnica estadistica de sintesis de
la informacidn, o reduccién de la dimension (numero de variables), es decir, ante
un banco de datos con muchas variables, el objetivo es reducirlas a un menor
namero perdiendo la menor cantidad de informacion posible.

La técnica consiste en encontrar transformaciones ortogonales de las variables
originales para conseguir un nuevo conjunto de variables incorreladas, es decir
gue no tienen relacién lineal, denominadas Componentes Principales, que se
obtienen en orden decreciente de importancia. Los nuevos componentes
principales seran una combinacion lineal de las variables originales que seran
independientes entre si, se espera que, solo unas pocas (las primeras) recojan la
mayor parte de la variabilidad de los datos, obteniéndose una reduccién de la
dimension en los mismos. Luego el propdsito fundamental de la técnica consiste
en la reduccién de la dimension del espacio de los datos con el fin hacer
descripciones sintéticas y simplificar el problema en estudio (Leén et al, 2008).
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3.1.9 Solubilizacién de Fosfatos

Para determinar la capacidad de los microorganismos de solubilizar fosfatos se
hizo una evaluacién cualitativa.

Los microorganismos seleccionados se sembraron por picadura en medio
Pikovskaya (PVK) (ver anexo 1.) y se incubaron a 30 °C por 7 dias. Este medio
contiene como Unica fuente de fésforo, fosfato de calcio, una sustancia altamente
insoluble, se adicion6 verde de bromocresol como indicador de pH, la formacion
de un halo alrededor de la colonia indica que el microorganismo posee potencial
para solubilizar fosforo (Bernal, 2010). Se utilizé como control positivo la bacteria
Pseudomonas fluorescens.

3.2 PRUEBAS DE ANTAGONISMO.

Se sembré cada cepa en Agar Papa Dextrosa(PDA),haciendo dos lineas paralelas
a 2 cm del centro de la caja de Petri y se incubaron por 24 horas a 30 °C, pasado
este tiempo se sembré un disco de 0,5 cm del hongo filamentoso Fusarium
equiseti en el centro de la caja de Petri; el hongo tenia una semana de crecimiento
previo. Se sembré un control negativo usando Escherichia coli, y un testigo
absoluto sin las barreras del microorganismo, conteniendo solamente el disco de
0,5 cm del hongo, todas las siembras fueron realizadas por triplicado. Como
parametros evaluativos, se midi0 el porcentaje de inhibicion a partir del
crecimiento radial del hongo hacia el lado izquierdo y derecho, el cual se estimo
con base en la diferencia obtenida entre el crecimiento del patégeno confrontado
con la cepa antagonica y el crecimiento en el cultivo control, esta medicion se
realizo al cabo de 12 dias, tiempo en el cual los controles fueron completamente
invadidos (Benitez et al, 2007).

3.3 DETECCION DE QUITINASAS.

Se realiz6 la deteccion cualitativa de enzimas degradadoras de quitina, como
mecanismo eficaz de algunos microorganismos para obtener energia a partir de la
guitina como unica fuente de carbono, y que permite seleccionarlos como posibles
controladores bioldgicos. Para esto se sembré en el medio quitina coloidal (Lang et
al., 2002) (ver anexo 1).

Este medio contiene quitina coloidal como Unica fuente de carbono de manera que
induce la produccién de quitinasas por parte del microorganismo, si este la posee.
(Nava, 2009)

Los microorganismos fueron sembrados por picadura en las cajas de Petri con
medio de quitina coloidal, la prueba se considero6 positiva al observar crecimiento o
un halo claro alrededor del crecimiento del microorganismo después de una
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semana de incubacion a 30°C. Se utiliz6 como control positivo Serratia
marsescens. (Pinto et al, 2007).

3.3.1 Preparacion de la quitina coloidal
El procedimiento se llevd a cabo de acuerdo a la metodologia descrita por (Castro
etal., 2011) y (Jin Wu et al., 2009).

Se diluyeron 40 g de quitina en 400 ml de HCI concentrado y se colocaron en
agitacion constante (150 rpm) durante 2 horas, posteriormente se agregaron 2
litros de agua destilada fria y se agitd la mezcla rapidamente para formar el
precipitado de quitina, la solucién resultante se filtr6 para obtener la pasta de
quitina coloidal a la que se le realizaron lavados sucesivos con agua destilada
(200ml), con el fin de eliminar los residuos de acido.

La pasta obtenida, se esterilizé6 durante 15 min a 15 psi y se almacen6 a 4 °C
hasta su posterior uso.

3.4 CONSTRUCCION DE ARBOLES FILOGENETICOS

3.4.1 Busqueda y descarga de secuencias

Para la construccion de los arboles filogenéticos se utilizé el programa BLAST x,
con el fin de buscar secuencias similares para cada una de las 16 cepas
microbianas evaluadas (15 bacterianas y una levaduriforme), dichas secuencias
fueron descargadas del Genbank por medio del programa NCBI Batch entrez.
Todas las secuencias bacterianas analizadas corresponden al gen ADNr 16S, en
tanto que la secuencia de la levadura corresponde a la region ITS.

3.4.2 Mapeo de Secuencias

De las secuencias descargadas, cuatro secuencias que se iban a utilizar para la
construccién de los arboles filogenéticos bacterianos, tenian mas de tres millones
de pares de bases, por lo cual se hizo un mapeo, que consistio en buscar la
secuencia de la cepa con cdédigo GIBI_000187_AG_B dentro de cada una de las
secuencias de gran longitud, esto se realiz6 mediante el programa BLAT (Bhagwat
et al., 2012), posteriormente las secuencias fueron editadas mediante el programa
BioEdit (Hall, 1999)

3.4.3 Alineamiento de secuencias

Todos los alineamientos fueron realizados con Clustal W 2.0 (Thompson et al.,
1994), se utilizaron los parametros por defecto para realizar los alineamientos.

Se realizé un primer alineamiento con el fin de determinar que la orientacién de las
secuencias fuera correcta, en caso de no serlo, se busco la secuencia reversa
complementaria para realizar el alineamiento, y se editaron las secuencias para
gue al alinearlas quedaran del mismo tamano (780 pb)

3.4.4 Eliminacidon de secuencias redundantes

Para la eliminacion de secuencias redundantes se utilizé el programa CD-Hit 4.6
(Li y Godzik, 2006), que permitid eliminar las secuencias redundantes, para
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finalmente realizar la construccion de los arboles filogenéticos, el bacteriano vy el
levaduriforme.

3.4.5 Construccién de arboles filogenéticos

Se utilizé el programa MEGA 5.0 para la construccion de los arboles filogenéticos,
usando Neighbor-Joining como método de construccion del arbol, y evaluando la
confiabilidad haciendo bootstrapping de 10.000 repeticiones , teniendo en cuenta

gue cada rama se repitiera como minimo en el 50% de las veces (Tamura et al,
2011).

3.4 ANALISIS DE DATOS.

Los andlisis estadisticos fueron realizados mediante SPSS version 18.0, y R
version 2.15
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 EVALUACION DE LA PRODUCCION DE ACIDO INDOL-ACETICO

El stock de soluciones de Acido Indol-acético (AlA), con concentraciones de 0, 5,
10, 15, 20, 25, y 30 ug/ml de AIA permitio obtener la ecuacién de la curva de
calibracion que relaciona la absorbancia en funcién de la concentracion como
muestra la figura 3, con un R? de 0,9804.

Figura 3. Curva de calibracion de AIA
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Posteriormente con esta ecuacion se determinaron las concentraciones de Acido
Indol-acético (AIA) producidas por cada microorganismo. A los datos obtenidos se
les realizdé un andlisis estadistico por el método de Duncan, de manera que se
obtuvieran grupos clasificados en orden de produccion, segun la produccion de
AIA de los microorganismos, sin embargo no se hallaron diferencias estadisticas
significativas para la produccién de AIA (p>0,05), aunque la clasificaciéon de
Duncan dej6 ver que la cepa correspondiente a Bacillus subtilis (identificada en la
tabla 3 con el cédigo 200) obtuvo el mejor promedio de produccion de AlA , por lo
gue se escogio para los ensayos in vivo con las plantas de tomate. Las hipotesis
nula y alterna propuestas para el analisis estadistico fueron:

Ho: wai=po=ps... -u1e;, La produccion de AlA es igual estadisticamente para todas
las cepas.
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Hi: w#pj, para al menos una j; La produccion de AIA no es igual en todas las

cepas

Figura 4. Stock de soluciones de AlA usados para la curva de calibracion

Tabla 3. Clasificacion de Duncan para la produccion de AIA de cada

microorganismo.

PRODUCCION DE AIA (ug/ml)

CEPA SUBCONJUNTO 1| SUBCONJUNTO 2

209 2,49

208 2,68

204 2,96 2,96
193 3,29 3,29
203 3,31 3,31
199 3,45 3,45
188 3,58 3,58
187 3,99 3,99
194 4,01 4,01
201 4,04 4,04
189 4,14 4,14
197 4,16 4,16
206 4,23 4,23
192 4,37 4,37
195 5,04 5,04
200 5,47
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El género Bacillus no es generalmente un gran productor de AlA, no obstante se
han reportado algunas cepas capaces de producir hasta 16ug/ml (Tejera et al.,
2011) y 55 pg/ml (Felici et al., 2008; Tsavkelova, 2006).

4.2 RECUENTO DE LA CONCENTRACION MICROBIANA EN LA TURBA
Se realizé un recuento en placa para determinar las unidades formadoras de
colonia (UFC) por gramo de turba de Bacillus subtilis, al inicio y al final para
evaluar el efecto del microorganismo sobre la germinacion y el desarrollo de la
planta, para constatar la viabilidad del microorganismo en la turba a través del
tiempo en el que se realizaron los ensayos.

La tabla 4 muestra los valores del recuento de Bacillus subtilis en la turba al inicio
y final de los ensayos.

Tabla 4. Recuento de Bacillus subtilis en la turba al inicio y final del ensayo.

Recuento de Bacillus Inicio del ensayo Final del ensayo
subtilis en la turba

16x10" UFC/g 79x10" UFC/g

4.3 EFECTO DE Bacillus subtilis SOBRE LA GERMINACION Y LA
MORTALIDAD DE SEMILLAS DE TOMATE (Solanum lycopersicum ) variedad
Santa Clara)

El maximo de germinacion de las semillas de tomate, se obtuvo al dia 9,
tanto para las semillas inoculadas como para las no inoculadas con Bacillus
subtilis. No se evidenciaron diferencias significativas (P>0,05) entre el
control y las semillas inoculadas en lo que concierne al porcentaje de
germinacion (ver anexo 2), sin embargo, se observo una alta mortalidad de
plantas que no poseian el in6culo. Se hizo un analisis estadistico por
comparacion de medias de muestras independientes, que mostré una
diferencia estadisticamente significativa (P< 0,05) entre las plantas
inoculadas y el control (ver anexo 3), verificando que Bacillus subtilis ayudo
a proteger las plantas y por ende a disminuir la mortalidad.
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Figura 5. Bandejas usadas para la germinacion de las semillas con y sin inéculo

Figura 6. Porcentaje de germinacién por cada grupo.
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Figura 7. Porcentaje de germinacion de semillas
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Figura 8. Comparacion entre la Mortalidad de plantas con inoculo y sin inoculo.
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Izzeddin y Medina en 2011 reportaron que Bacillus subtilis podia producir un
aumento estadisticamente significativo en la germinacion de semillas inoculadas
con respecto a un tratamiento control de semillas de tomate, aunque si bien en
este estudio no se vio tal efecto, no obstante la inoculacion de las semillas si fue
determinante para reducir la mortalidad de las plantas inoculadas con respecto al
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control, esto puede ser debido a la capacidad que tiene Bacillus subtilis de inducir
un aumento en la resistencia sistémica de la planta, contra diversos agentes
fitopatbgenos que incluyen hongos, bacterias, nematodos y virus (Maldonado et
al., 2008).

4.4 EFECTO PROMOTOR DEL CRECIMIENTO VEGETAL DE Bacillus subtilis
EN TOMATE

Una vez que se obtuvo el maximo de germinacion en el dia 9 de las 60 semillas
tratadas con y sin inoculo, se dejaron en la turba 45 plantas inoculadas con
Bacillus subtilis y 45 plantas de control por 28 dias mas, tiempo en el cual se
desarrollaron 2 hojas verdaderas, posteriormente se tomaron 15 plantas con
inoculo y 15 plantas del control para hacer la determinacion de la longitud del tallo,
longitud de la raiz y el peso humedo/seco del tallo y la raiz.

Los datos obtenidos fueron analizados por el método de las componentes
principales, utilizando SPSS 18.0

En el dispersograma (figura 9) se puede observar la evidente correlacion positiva
existente entre el peso hiumedo de la raiz y el peso seco de la raiz, asi como entre
el peso humedo del tallo y el peso seco del tallo. Y aunque se observan también
otras correlaciones, estas son menos fuertes que las anteriores.

Figura 9. Dispersograma de las variables estudiadas

1 3 &5 7 0.002 0.005 g0.0002 0.00M0
Ly L11 L1
i T i o i
oo L3 o oo o oo oo o r
A o o o & a 0o 00 o © F @
LongTallo & ° e ° oe il
3 052\3 o om0 T o g%, 3 O;';Og LA AL
- o m o g2 o %0 og8 oo - o
ODO 8Ofg % o o @ =] o R ]
o Lu] o o o
- & T 5 2 0 P 5 )
- o o 00 Fe.o - o
o b ofn 7 & a0 9 o B oo 0 o S LK
& . &, o =]
Ao BBs o LongRaiz | |& 5"‘2%0"'3 % o E o B
™ a a =3 a a
= o o =} =}
o o o o o -
a, © age o P B o d 0 0. d @
g @ T i o o o ge T 2
=
%GB & 9 @Jg PesHumTallo| | o % Dgcb B OOEBD s L
oocgv ool I a o 0 o o O, o =
b o oo o S a o o =1
s ° =] & =] o =] 8 =
(=] (=] = o o
w o o o o o
gl .. -, oey © o . o
o of - ) o u%? PesSecTallo o ° g
- Rey=3 L] B2 of &
o 9 Eal o™ ° ol |? o
2 ° off o e 8o 29" o
E o= =) o i B o B ]
w
s ) PR P I
o
o o o o
e 5 ﬁ%o iy & ° 317&:0 9 |+ 5% 79 |peshumRaiz gogo B
o o = Tt} =] w
Log o, 2B o) TaElp o) [P0 @ A | g
o o . . . g
o o Lu] u]
— = o o o o
‘C'_ — o o o o o (=] DO o o o o o
8 : Bl‘mo o gUCD Og o UO BD OE? .
Sl o mire J | oPloo| [TwoF0 A PR D o PesSecRaiz
P {=]) (=] L =] [a)=Tu] o fui in] oo
] s o o g d
8 — o o o o o o
S TOT T LI L —
68 7 8 9 0.02 0.08 0.0005 0.0015

36



La confirmacion de la fuerte correlacion positiva entre el peso humedo vy el peso
seco de la raiz se presenta en la tabla 5, con un coeficiente de correlacion de
0.947, y entre el peso humedo y el peso seco del tallo, con un coeficiente de
0.823. Llama la atencién en la matriz que todas las variables presenten una
correlacion positiva, lo que indica que el incremento en una variable esta
relacionado con el incremento de las otras.

Por otra parte el hecho de que se evidencie correlacidn entre las variables implica
gue es apropiado el uso del analisis de componentes, el cual tiene entre sus
objetivos reducir la dimension del problema estudiado, y esto no se podria realizar
si entre las variables no existiera algun grado de interdependencia.

Tabla 5. Matriz de correlaciones entre las variables estudiadas

LongTallo LongRaiz |PesHumTallo |PesSecTallo | PesHumRaiz | PesSecRaiz
LongTallo 1,0000 0,3054 0,5199 0,4127 0,0305 0,0040
LongRaiz 0,3054 1,0000 0,4899 0,4436 0,4694 0,4668
PesHumTallo 0,5199 0,4899 1,0000 0,8227 0,3191 0,3644
PesSecTallo 0,4127 0,4436 0,8227 1,0000 0,2579 0,2996
PesHumRaiz 0,0305 0,4694 0,3191 0,2579 1,0000 0,9474
PesSecRaiz 0,0040 0,4668 0,3644 0,2996 0,9474 1,0000

En el plano (figura 10) se puede observar la alta superposicion entre las variables
peso humedo y peso seco de la raiz y tallo respectivamente, lo que nos indica la
presencia de informacion redundante en las variables medidas. Especificamente,
el conocer el valor de la variable peso humedo de la raiz permite pronosticar el
valor de la variable peso seco de la raiz, de forma analoga ocurre con los datos
del tallo de la planta. Dado lo anterior, y en la perspectiva de mejorar la calidad de
la lectura plasmada en el plano, se realiza una eliminacion de la informacion
redundante, es decir, los valores del peso seco de la raiz y del tallo.
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Figura 10. Primer plano factorial del ACP
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Tabla 6. Matriz de correlaciones de las variables que permanecen

L.Tallo L.Raiz PHu.Tallo |PHu.Raiz
L.Tallo 1,0000
L.Raiz 0,3054 1,0000
PHu.Tallo 0,5199 0,4899 1,0000
PHu.Raiz 0,0305 0,4694 0,3191 1,0000

En diagrama (figura 11) se pueden observar, los valores correspondientes a los
valores propios del ACP, en el cual se detecta que los primeros dos componentes
son los unicos que sobrepasan el valor de uno, acudiendo al criterio de retener los
componentes cuyos valores propios sean superiores a la unidad, el primer plano
factorial (que contiene a los dos primeros componentes) es apropiado para
explicar la interdependencia presente en los datos estudiados.
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Figura 11. Diagrama de sedimentacion
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Ademas de los valores puntuales de los valores propios, la tabla 7 registra el
porcentaje de varianza explicada por cada uno de los componentes, asi como los
porcentajes acumulados explicados, observandose entonces que el primer
componente retiene el 52.5 % de la variabilidad total de los datos, mientras que el
segundo componente el 25.8 %, por lo que el primer plano factorial explica el 78.3
% de la variabilidad total de los datos.

Tabla 7. Resumen de los resultados del ACP

Resumen Analisis de Componentes Principales
Comp.1l [Comp.2| Comp.3 | Comp.4
1,4490| 1,0162| 0,6814| 0,6350

Valores propios

0,5249| 0,2582| 0,1161| 0,1008
Proporcion de varianza explicada

0,5249| 0,7831| 0,8992| 1,0000

Proporcion Acumulada

En el plano factorial obtenido (figura 12) se observa que en general, los vectores
gue identifican a las variables presentan alta longitud, lo que indica que todas las
variables estudiadas quedan bien representadas en este plano, por lo que no seria
necesario recurrir al analisis de otros planos factoriales. Mirando los resultados, se
detecta que el primer componente es un indicador del tamafio de las plantas, cuyo
incremento se ve registrado hacia la izquierda, es decir, las plantas de mayor
tamafo se ubican hacia la izquierda, mientras que las de menor tamafo se ubican
hacia la derecha del plano. Entre tanto, el segundo componente es un indicador de
la forma de las plantas, y que contrapone a las variables peso himedo de la raiz y
longitud de tallo. Particularmente, las plantas con altos pesos de raiz y longitudes
pequefias del tallo, se ubican hacia el eje positivo de la ordenada del plano,
mientras que plantas con bajo peso de raiz y longitudes grandes del tallo se
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ubican hacia el eje negativo de la ordenada del plano. Teniendo presente que las
plantas registradas con los numeros del 1 al 15 corresponden a plantas inoculadas
con el microorganismo, mientras que las registradas con los nimeros del 16 al 30
son aquellas plantas que sirvieron como grupo control, se observa que las plantas
con altas mediciones biofisicas, es decir, las plantas mas grandes se encuentran
ubicadas en los cuadrantes de la izquierda del plano, en donde en su mayoria son
plantas inoculadas. El plano registra que el proceso de inoculacion de las plantas
de tomate con Bacillus subtilis incide en el incremento de las longitudes del tallo y
raiz, asi como los pesos del tallo y la raiz. Bacillus subtilis ha sido reportado
como promotor de crecimiento vegetal efectivo cuando ha sido inoculado en
plantas de calabacita (Maldonado et al., 2008), tomate, pimenton y cebolla
(Izzeddin y Medina, 2011), esto debido a los diversos mecanismos que puede
utilizar como la solubilizacion de fosfatos y el antagonismo frente a fitopatdgenos
gue afectan el desarrollo de las plantas, sumado a eso , en este trabajo se verificd
gue Bacillus subtilis, puede producir AIA como otro mecanismo para estimular el
desarrollo vegetal.

Figura 12. Primer plano factorial del ACP con las variables retenidas
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4.5 SOLUBILIZACION DE FOSFATOS

La prueba de solubilizacion de fosfatos realizada en el medio Pikovskaya
(PKV), permitio evaluar de manera cualitativa los microorganismos con
capacidad de solubilizar fosfatos, lo que se evidencié con un cambio de
color del medio entre verde y amarillo, se utiliz6 Pseudomonas fluorescens
como control positivo (Figura 13). Las cepas que solubilizaron fosfatos se
relacionan en la siguiente tabla.
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Tabla 8. Microorganismos que solubilizaron fosfato en el medio PKV

CODIGO NOMBRE
GIBI_000200_IN_B Bacillus subtilis
GIBI_000206_IN_B Bacillus pumilus

Figura 13. Pseudomonas fluorescens, control positivo usado en la solubilizacién
de fosfatos.

Figura 14. Bacillus subtilis, solubilizando fosfatos en PKV
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Figura 15. Bacillus pumilus, solubilizando fosfatos en PKV
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El género Bacillus es uno de los mas estudiados respecto a la capacidad de
solubilizar fosfatos, dentro de él se destacan las especies B. megaterium y B.
subtilis que pueden producir &cidos organicos como principal mecanismo de
solubilizacion, aunque también pueden actuar enzimas como las fitasas que se
excretan al medio (Tejera etal., 2011).

Bacillus pumilus es bien conocido por su capacidad de producir fitohormonas, pero
recientemente se ha descrito la existencia de cepas capaces de solubilizar
fosfatos ademas de giberelinas (Pérez, 2012).

4.6 PRUEBAS DE ANTAGONISMO
Bacillus subtilis (cepa numero 200), obtuvo el mayor porcentaje de inhibicion
con respecto al control negativo, los datos se observan en la figura 16.

Figura 16. Comparacion del porcentaje de inhibicién de Fusarium equiseti
producida por cada cepa con respecto al control
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Figura 17. Inhibicion de Fusarium equiseti por Bacillus subtilis.

Bacillus subtilis en el centro, los controles negativos a los extremos.

La capacidad antagdnica de Bacillus subtilis esta dada por la produccion de
diversos metabolitos, entre los que se incluyen la Iturina A y fengicina, ambas son
lipopéptidos que tiene un enorme potencial dentro del control biolégico ya que
pueden inhibir un rango amplio de patégenos de plantas (Ragazzo, 2011); ademas
se destaca la produccion de diversas enzimas que actian fundamentalmente
sobre hongos como Fusarium stilboides, F. oxysporum, F.xylarioides y Rhizoctonia
solani entre esas enzimas se destacan lipasas, proteasas y B-1,3 —glucanasas
(Tejera, 2011).

4.7 PRODUCCION DE QUITINASAS.

Para evaluar la produccion de quitinasas, los microorganismos fueron sembrados
en medio quitina coloidal, se utilizé Serratia marcescens como control positivo, sin
embargo ninguna de las 16 cepas microbianas evaluadas mostré actividad
quitinolitica, al no presentar crecimiento ni halos de solubilizacion.

La mayoria de los microorganismos evaluados en este trabajo corresponden a
bacterias gram positivas del género Bacillus, existen reportes de algunas cepas de
este género que pueden producir quitinasas (Okumoto et al. 2001) sin embargo en
este trabajo ningun microorganismo exhibiod actividad quitinolitica.
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Figura 18. Serratia marcescens, control positivo usado en la evaluacion de
quitinasas.

4.8 CONSTRUCCION DE ARBOLES FILOGENETICOS

El analisis de las secuencias del gen ADNr 16S para las cepas bacterianas y de la
region ITS para la levadura permitié obtener los arboles filogenéticos que se
esquematizan en las figuras 19 y 20 respectivamente.

La cepa identificada como 200 AG B (Bacillus subtilis) fue agrupada con Bacillus
amyloliquefaciens la cual fue aislada en plantas de mani (NCBI, 2011), de este
microorganismo se han reportado cepas con uso potencial en biocontrol debido a
gue su capacidad de producir quitinasas, que actuan frente a hongos
fitopatégenos inhibiendo su crecimiento (Balvatin et al.,, 2009). GUl vy
colaboradores reportaron en 2008 dos cepas de Bacillus amyloliuefaciens
(FZB24 y FzZB42) promotoras del crecimiento vegetal, que aumentaron la
produccién de plantas de tomate en un 8-9% con respecto un tratamiento control
(GUl et al.,, 2008), estas caracteristicas al perecer conservadas, son también
coherentes con los hallazgos obtenidos en este trabajo ya que la cepa 200, mostré
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actividad antagonista frente al fitopatogeno Fusarium equiseti y capacidad como
promotor de crecimiento vegetal en las plantas de tomate.

La cepa bacteriana 203 aunque si bien es la mas alejada del grupo, no obstante
también fue agrupada con la cepa 200, este microorganismo fue identificado
previamente como Bacillus pumilus, pero en este trabajo no mostré ningun tipo de
actividad como promotor de crecimiento vegetal.

La cepa 188, al agruparla muestra similitud con Bacillus pumilus, este
microorganismo fue aislado en solventes organicos (NCBI, 2010), estos
microorganismos que presentan la caracteristica de ser tolerantes a solventes
organicos tienen un uso potencial en procesos de biorremediacién y de biocatalisis
en presencia de estas sustancias (Sardessai y Bhosle, 2004).

Las demas cepas evaluadas en este trabajo, no fueron agrupadas de manera que
se pueda establecer inferencias a partir de los datos obtenidos y que se
esquematizan en el arbol, debido a que probablemente no hay informacion
suficiente dentro de la region amplificada para agruparlos o separarlos en
diferentes grupos.
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Figura 19. Arbol filogenético basado en el gen ADNr 16S para 15 taxones
bacterianos. Para la construccion del arbol se emple6 el método Neighbor-Joining
con un Bootstrap de 10.000 réplicas. El arbol fue realizado en el programa MEGA
5.0, al codigo de acceso al GenBank se especifica al final del nombre del

microorganismo.
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Figura 20. Arbol filogenético basado en la region ITS para la cepa levaduriforme.

El coédigo de acceso al GenBank se especifica al inicio del nombre del

microorganismo.
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En la figura 20, se observa que la levadura identificada con el cédigo 209 IN Y,
fue agrupada con el microorganismos 40389418 Curvib, que corresponde a
Curvibasidium pallidicorallinum, este hongo se caracteriza por ser dimorfico, con
hifas de 1,5 a 2,5 ym de diametro, las hifas se forman después del apareamiento
de cepas sexualmente compatibles, posee teliosporas generalmente esféricas
aunque a veces pueden ser ovoides y las basidiosporas son de morfologia
baciliforme.

El microorganismo 20452216 Rhodot, corresponde a Rhodotorula fujisanensis y
fue dispuesto en el mismo grupo con la levadura 209 IN Y y Curvibasidium
pallidicorallinum, con respecto a este ultimo comparte la capacidad de formar
teliosporas, esporas de resistencia donde ocurre la cariogamia y cuya germinacion
induce la formacion de un tubo germinal. Tras la meiosis generan basidiosporas
haploides que germinan y que pueden dar origen a hifas que producen otros tipos
de esporas 0 bien conidios, por tanto no generan cuerpos fructiferos.

Estos géneros de microorganismos no han sido reportados hasta ahora como
promotores de crecimiento vegetal (Sampaio et al., 2004), de igual manera en este
trabajo la levadura 209 IN Y, no mostré potencial como promotora de crecimiento
vegetal.
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CONCLUSIONES

El microorganismo Bacillus subtilis (GIBI_000206_IN_B), fue dentro de 15
cepas bacterianas y una levaduriforme evaluadas, el mejor productor de Acido
Indol-acético (AIA), al ser evaluado in vivo sobre plantas de tomate (Solanum
lycopersicum variedad Santa Clara) mostré tener capacidad como promotor de
crecimiento vegetal.

La cepa de Bacillus pumilus (GIBI_000206 IN_B) y Bacillus subtilis pueden
solubilizar fosfatos, lo que las hace aptas como promotores de crecimiento
vegetal (PGRPSs)

Bacillus subtilis debido a su capacidad para producir diversos metabolitos que
inhiben el desarrollo de hongos y bacterias que afectan los cultivos de interés
economico, ha mostrado el mayor porcentaje de inhibicion frente al
fitopatbgeno Fusarium equiseti, es un microorganismo importante para ser
utilizado como biocontrolador.

Los ensayos realizados en este trabajo permitieron determinar que ninguna de
las cepas microbianas evaluadas tiene potencial como productora de
guitinasas.

Los analisis filogenéticos mostraron que la cepa Bacillus subtilis
(GIBI_000206_IN_B), fue agrupada con cepas microbianas que han sido
reportados en la literatura como promotores de crecimiento vegetal,
especificamente con Bacillus amyloliquefaciens.
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RECOMENDACIONES

La cepa de Bacillus subtilis debe ser evaluada hasta la fase de produccion en
plantas de tomate, de manera que pueda verificarse si su inoculacion beneficia
estadisticamente o no la produccion, ya que la finalidad misma de usarlo como
bioinsumo debe verse reflejada en la formacion del fruto.

Se sugiere hacer una comparacion de Bacillus subtilis con respecto a diversos
tratamientos en los que se haga aplicacion de abonos quimicos y determinar
en qué proporcion pueden ser reemplazados los agroquimicos cuando se
hacen inoculaciones con el microorganismo.
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Extracto de carne
Extracto de levadura
Peptona

Cloruro de Sodio
Agar-agar

pH

Extracto de papa
D (+) glucosa
Agar-agar

pH

Peptona de caseina
Peptona de soya
Glucosa

Cloruro de sodio

ANEXO 1. Medios de cultivo

AGAR NUTRITIVO

1g/L
2g/L
59g/L
59g/L
15g/L
7.0

AGAR PDA

500 ml/L
10.0 g/L
17.0g/L
7.0

CALDO TRIPTICASA DE SOYA

17.0 g/L
3.0 glL
2.5 g/L
5.0 g/L

Fosfato hidrogeno dipotasico 2.5g/L

pH

0,2% de quitina coloidal

0,1% de K:HPO4

0,05% de MgS0,4.7H,0

2% de Agar-agar
pH de 7.0

7.0

MEDIO QUITINA COLOIDAL
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Extracto de levadura
Dextrosa

Fosfato de calcio
Sulfato de amonio
Cloruro de potasio
Sulfato de magnesio

Sulfato de manganeso

Sulfato ferroso

Verde de bromocresol

Agar -agar
pH

MEDIO PIKOVSKAYA

0.50
10.00
5.00
0.50
0.20
0.10
0.0001
0.0001
0,022
15.00
7.0

El fosfato de calcio se autoclava en seco, y se adiciona después de autoclavar el
medio con los demas componentes (Franco, 2008).
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ANEXO 2. Analisis de medias para el porcentaje de germinacién de semillas
con inéculo y sin inéculo

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Lewene parala
igualdad de

yarianzas Prueha T paralaigualdad de medias

85% Intervalo de confianza
nara la diferencia

Sig. Diferencia de | Errortip. de

F Sig. t ol {hilateral) medias |3 diferencia Inferior Superiar

Porcentaje de Se han 000 | 1,000 | 877 10 A0 b 66667 760117 -10,26679 | 2360313
Germinacion asumida
yarianzas
iguales

Ma e han 877 | 8,768 02 b GE6ET 760117 -10,32428 | 2364762
asumida
varianzas
inuales
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ANEXO 3. Analisis de medias para la mortalidad de plantas con inéculo y sin
in6culo

Prueha de muestras independientes

Prueba de
Levene parala
igualdad de
varianzas Prueba T para la igualdad de medias
5% Intervalo de confianza para
|3 diferencia
8in.
(hilster | Diferencia de | Ertortip. dela
F Sin. t il all medias diferencia [rferior Superior
Motalidad  Sehan 1,397 265 | 7,730 10 200 -45,00000 582142 -57,97042 -32,024908
asumidn
varianzas
iguales
Mo se han 7730 | 6478 o0 -44,00000 582142 -A8 99460 -31,00540
asumidn
varianzas
igualas
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ANEXO 4. Prueba de Duncan para la Produccién de AIA

CONCENTRACION A.LA

CEPA Subconjunto
N 1 2
Duncand:b 208 3 2.4833

208 3 26767

204 3 29667 29667
193 3 3,2933 3,2933
203 3 3,3067 3,3067
1499 3 34467 34467
188 3 38767 38767
187 3 3,9833 3,9833
194 3 40133 40133
201 3 4,0400 4,0400
189 3 41367 41367
197 3 41600 41600
206 3 42300 42300
192 3 43733 43733
195 3 45,0367 45,0367
200 3 54700
Sig. 063 067

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos

homogénens,
Basadas en las medias ohservadas.
Eltérmino de error es la media cuadraticalErrari = 1,842,

a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 3,000
b. Alfa = ,05.

Contraste de Levene sobre la igualdad de
las varianzas error?

Wariahle dependiente: COMCENTRACION A LA
F o1 ol Sin.
930 14 az 543

Contrasta la hipdtesis nula de gue |3
varianza error de la variahle dependiente es
igual & lo largo de todos los grupos.

a. Disefio: Interseccidn + CEPA

Pruehas de normalidad

Falmagoroy-Smirnoy? Shapiro-Wilk
Estadistico ol Sin. Estadistico il Sin.
Residuo para 07a 43 ,EEIIZI’= aro 48 263
COMCENTRACIOM.ALA

a. Correccidn de la significacidn de Lilliefors

* Egte s un limite inferior de la significacidn verdadera.



