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RESUMEN

El empleo de nuevas cepas, con propiedades halofilas en efecto supresor ante las afecciones que
presentan el cultivo de arroz en suelos férricos, con objeto de facilitar mayor absorcién y
aprovechamiento del mineral. El objetivo de la investigacion es evaluar el potencial de PGPR
solubilizadores de minerales y productoras de fitohormonas en el cultivo de arroz (Oryza sativa
L.). Las cepas Serratia Marescens (PM 3-8), Acinetobacter calcoaceticus (BMR 2-12), Pseudoma
veronii (R4), Pseudoma putida (PB 3-6), Acinetobacter sp (BMR 2-2), Enterobacter asburiae
(PM 3-14), Klebsiella variicola (BO 3-4), Enterobacter asburiae (BA 4-19), Pseudomona putida
(BMR 2-4), Pseudomona protegens (CHAO) se sometieron al estudio de solubilizacion de potasio
y fosforo; produccién de exopolisacaridos, ureasa y AlA,; tolerancia a concentraciones de 500,
1000 y 1500 ppm de hierro; para luego seleccionar y emplear cinco cepas en plantulas de arroz
cultivas en suelo férrico. Como resultado, la cepa PB 3-6 productora de mayor cantidad de AIA
(28.90 ug/ml1), mientras que BMR 2-12 produce ureasa (43.24 %) y solubiliza fosforo (25.93 %),
PM 3-8 promueva la solubilizacién fosforo (89.99 %) y desarrolla mayor exopolisacéridos, al
igual que BO 3-8. El aumento de cargas UFC/uL y la absorcion de hierro genero cinco cepas con
potencial sideréforos, en donde BMR 2-12, PM 3-8, BA 4-19, BMR 2-2 y BMR 2-4 absorbio el
mineral e inducir el aumento abs a las 96 h. El efecto bacteriano en plantulas de arroz, favorecié

la absorcion del hierro Fe*® a Fe*2, sin generar efectos toxicos, estimulando el sistema radicular.

Palabra clave: Arroz, Bio-solubilizacion, PGPRs, prueba bioquimica.

viii



ABSTRACT

The use of new strains, with halophilic properties that have a suppressive effect against the
affections that rice cultivation presents in ferric soils, in order to facilitate greater absorption
and use of the mineral. The objective of the research is to evaluate the potential of PGPR
solubilizers of minerals and producers of phytohormones in the cultivation of rice (Oryza
sativa L.). The strains Serratia Marescens (PM 3-8), Acinetobacter calcoaceticus (BMR 2-
12), Pseudoma veroni (R4), Pseudoma putida (PB 3-6), Acinetobacter sp (BMR 2-2),
Enterobacter asburiae (PM 3- 14), Klebsiella variicola (BO 3-4), Enterobacter asburiae
(BA 4-19), Pseudomona putida (BMR 2-4), Pseudomona protegens (CHAQ) underwent
potassium and phosphorus solubilization study; production of exopolysaccharides, urease
and IAA; tolerance to concentrations of 500, 1000 and 1500 ppm of iron; to then select and
use five strains in rice seedlings grown in ferric soil. As a result, the PB 3-6 strain produced
the highest amount of IAA (28.90 ug/ml-1), while BMR 2-12 produced urease (43.24%)
and solubilized phosphorus (25.93%), PM 3-8 promoted the solubilization of phosphorus
(89.99%) and develops greater exopolysaccharides, like BO 3-8. The increase in CFU/uL
loads and iron absorption eliminated five strains with potential siderophores, where BMR
2-12, PM 3-8, BA 4-19, BMR 2-2 and BMR 2-4 absorbed the mineral and induce the
increase in abs at 96 h. The bacterial effect on rice seedlings favors the absorption of iron

Fe+3 to Fe+2, without generating toxic effects, stimulating the root system.

Keywords: Rice, Bio-solubilization, PGPRs, biochemical test.
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INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.) es el cereal mas cultivado en el mundo cultivado en el
mundo, en América Latina es la tercera parte de caloria que se consume en cada familia,
este cultivo requiere de variedades con caracteristicas agronomicas favorables y de una gran
tolerancia a plagas y enfermedades en lo que respecta su adaptabilidad a condiciones
agrocliméticas y sus altas demandas (1). En el cultivo de arroz la presencia de este metal
provoca desbalances nutricionales, tal es el punto que esta especie presenta en sus primeras
fases colores anormales en sus hojas. Un suelo por falta de oxigeno induce el anegamiento,
ya que altas concentraciones de este metal provocan procesos fisiologicos dentro de la
planta expresdndolo como necrosis (1).

Los suelos arroceros presentan limitantes en la produccion de los cultivos debido a
la toxicidad que provoca el hierro (Fe), generando efectos que impiden el desarrollo y
produccion de las plantas de arroz. En muchos casos la presencia de este metal es inducido
por el mal manejo de los productores, dejando como consecuencia la degradacién de los
suelos con el uso excesivo de fertilizantes, agroquimicos, quemas inapropiadas de residuos
vegetales y sobre todo el empleo continuo de maquinarias pesadas, provocando la pérdida

de nutrientes, materia organica, microbiota e inclusive alteraciones en la textura del suelo

D).

La siguiente investigacion busca obtener resultados sobre el la bio-solubilizacion de
nutrientes, mayor absorcion de nutrientes esenciales para aumentar la productividad de los
cultivos y generar mejor sostenibilidad alimentaria, es por esta razén que este trabajo de
investigacion tiene por objetivo evaluar el potencial de PGPR solubilizadores de minerales
y productoras de fitohormonas en el cultivo de arroz (Oryza sativa L.). El siguiente trabajo
se basa en el estudio de diez cepas de rizobacterias nativas de cacaoteras del banco de
germoplasma del laboratorio de microbiologia de la Universidad Técnica Estatal de
Quevedo (UTEQ) cada microorganismo tiene estudios previos de pruebas de
compatibilidad, pruebas bioguimicas, produccion de AIA, ureasa, solubilizacion de

nutrientes, caracteristicas agronomicas.



CAPITULO I

CONCEPTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1  Planteamiento del problema

El problema por toxicidad de hierro en el suelo afecta de manera lenta al cultivo esto
puede ocurrir en diferentes etapas del ciclo del cultivo, en los arrozales de tierras bajas o
incluso en todas las partes del mundo se manifiesta este tipo de problema de toxicidad del
cultivo. La absorcion y la acumulacion excesiva del hierro en los tejidos vegetales conducen
a la produccion de compuestos tdxicos, incluso a su vez se puede causar la destruccion de la
clorofila y sobre todo el deterioro de procesos fisiologicos, lo cual la planta lo manifiesta

mediante la coloracion parda o bronceada en las hojas.

La acumulacion de hierro en lo que es la rizosfera se reduce en la salud de las raices
tanto primarias como secundarias esto ocasionandole una disminucion de nutrientes que son
esenciales para el desarrollo de las plantulas, esto asociado con una disminucion sustancial
en la produccién de cultivos. En los suelos que se encuentran sumergidos con abundante agua
es donde se encuentran una mayor concentracion de hierro y las plantulas absorben en

cantidades elevadas.

El fosforo interviene en muchas de las reacciones que utilizan energia dentro de la
célula ya que forma parte integral de las moléculas que acumulan energia como el adenosin
trifosfato (ATP), la produccion de raices al inicio de los ciclos vegetativos este elemento es
vital en las primeras fases de desarrollo del cultivo, el fésforo repercute en el alargamiento
del tallo de las hojas ayudando a producir, las plantas deficientes de fésforo crecen de manera
lenta y retardan la madurez, en un pH inferior a 5.8 en condiciones aerdbicas y con un pH
inferior a 6.5 en condiciones anaerdbicas las practicas de control apropiadas incluyen el

encalado del suelo.

Diagnostico del problema

La acumulacion de metales en el suelo se ve directamente influenciados tejidos de la
planta de arroz y conducen a la produccion de compuestos toxicos, incluso a su vez se puede
causar la destruccion de la clorofila y sobre todo el deterioro de procesos fisioldgicos, lo cual

la planta lo manifiesta mediante la coloracion parda o bronceada en las hojas. El cultivo de



arroz generalmente se ve afectado por la poca absorcion y las altas concentraciones de hierro,
en lo cual genera toxicidades en diferentes areas de la planta, con efecto a la disminucién de
la productividad del cultivar. La falta de estudio sobre el mejoramiento de los suelos impide

al cultivo promover la estabilidad en el uso adecuado de los nutrimentos.

Formulacion del problema

e (Podrd el fosforo y hierro biomineralizarse tan solo usando bacterias PGPRs

productoras de sideroforos, exopolisacaridos y acido indolacético?

Sistematizacién del problema

e (Como se determinara la produccion de exopolisacaridos, &cido Indolacético, fosforo,
potasio y produccién de ureasa de bacterias PGPRs?

e ;Esposible evaluar la tolerancia de las PGPRs a concentraciones de hierro in vitrio?
e De que manera se lograria verificar y comprobar el efecto de bacterias PGPRs

aplicadas en plantulas de arroz cultivadas en sustratos que contienen altas

concentraciones de hierro?



1.2 Justificacion

El proyecto de investigacion propone la aplicacion de las bacterias PGPR como
solubilizadores de metales en el cultivo de arroz (Oryza sativa L.) la extensa contaminacion
de suelos, es el dilema, las bacterias erradican los metales como el hierro que se encuentra
disponible en altas concentraciones mediante la produccion de sideréforos, exopolisacaridos
y ac. Indolacético. En este contexto la utilizacidn de rizobacterias en el campo agricola ayuda
a incrementar la productividad y desarrollo de las plantas, siendo viables econémicamente

para los agricultores arroceros aportando con la seguridad alimentaria del pais.

El empleo de cepas bacterianas promueve la produccion de siderdforos,
exopolisacaridos, ac. Indolacético y ureasa; ademas ayuda a la solubilizacion de nutrientes
tales como fosforo e hierro. Esta serie de beneficios complejos que proporcionan las bacterias
PGPRs inducen a la estimulacion constante, la introduccion de rizobacterias reduce el
impacto que tiene el uso de productos quimicos, ya que poseen capacidad antagonista hacia
un amplio rango de patégenos entre ellos por la produccion de metabolitos secundarios

ademas de la produccion de fitohormonas que favorecen el desarrollo de las plantas.

La aplicacién de bacterias PGPRs en suelos agricolas es un componente clave de los
ecosistemas agricolas que no solo juega un papel importante en los procesos basicos del suelo,
en lo que ofrece al incremento de la eficiencia de asimilacion de nutrientes y sustancias
estimulantes. Esta investigacion sirvio como guia al sector arrocero para potenciar el

conocimiento de microorganismos benéficos.



1.3  Objetivos

1.3.1 Objetivo general

e Evaluar el potencial de PGPR solubilizadores de minerales y productoras de

fitohormonas en el cultivo de arroz (Oryza sativa L.).

1.3.2. Objetivos especificos

e Determinar la produccion de exopolisacaridos, acido indolacético, fosforo, potasio

y la produccion de ureasa en bacterias PGPRs.

e Evaluar la tolerancia de las PGPRs a concentraciones de hierro in vitrio.

o Verificar el desarrollo morfoldgico, fisiologico de plantulas de arroz inoculadas con

bacterias PGPRs en diferentes tipos de suelos.



CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1.  Marco Conceptual

2.1.1 Bio-solubilizacion

La bio-solubilidad significa solubilidad en un sistema bioldgico. La bio-solubilidad
puede diferir significativamente de la solubilidad en agua y varia segin los sistemas

bioldgicos (71).

2.1.2 PGPRs

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRS) son bacterias que se
encuentras en la rizésfera del suelo, en donde ayudan en el crecimiento vegetal por sus
amplios beneficios que aporta como la produccion de metabolitos secundarios, expresion ISR,

exopolisacaridos, fomentan las vias sefializadores (72).

2.1.3 Arroz

El arroz es una graminea, en algunos paises del continente asiatico la produccion

mundial de los cereales, el arroz ya supera al trigo (73).

2.1.4 Prueba bioguimicas

Las pruebas bioquimicas permiten determinar las caracteristicas metabdlicas de las
bacterias, son técnicas rapidas que evallan la presencia de una enzima preformada,

determinan la sensibilidad de un microorganismo a una sustancia (74).



2.2 Marco Referencial

2.2.1 Tipos de Bacterias

2.2.1.1 Bacterias aplicadas en la agricultura

Se ha retomado el interés de utilizar rizobacterias en la produccion de cultivos, siendo
aplicadas en semillas, raices, poseen la capacidad de colonizar las raices de las plantas y
estimular el crecimiento, con efecto de aumentar la productividad de las cosechas. Los
mecanismos que promueven las bacterias facilitan la disponibilidad de nutrientes de una

manera directa e indirecta (9).

2.2.1.2 Bacterias fitopatdgenas

Constituyen el segundo grupo como fitopatdgeno, causando grandes pérdidas
economicas al agricultor. Los géneros de mayor importancia asociados a enfermedades son
Clavibacter, Agrobacterium, Streptomyces, Xylilla, Erwinia, Pectobacterium, Pseudomonas

y Xanthomonas (10).

2.2.1.3 Bacterias benéficas

Las bacterias fitobenéficas se caracterizan por mejorar las interacciones entre
microorganismos-planta, en donde se encuentran naturalmente en el suelo y ayudan a mejorar

la produccion y la salud de los cultivos (21).

2.2.1.4 Bacterias PGPRs

Las bacterias PGPRs ejercen un efecto positivo en las especies vegetales, ayudando a
colonizacion radicular y tejidos internos, ademas, provee de reguladores de crecimiento
vegetal como: auxinas, citoguininas, etileno y giberelinas. La presencia de estos organismos

microscopico potencializa a la asimilacion de nutrientes y reduccién de enfermedades (3).



2.2.1.5 Interacciones de PGPRs — raices

La poblacién microbiana es extensa en el suelo el habitat para la poblacion de los
microorganismos, la interaccion revelada en la rizésfera facilita el aumento de la masa
radicular, en donde los exudados organicos generados por las raices atraen comunidades
bacterias benéficas, en este mutualismo benéfico mejora significativamente al desarrollo
vegetal (22).

2.2.1.6 Interaccion bacterias PGPRs-planta

Las rizobacterias favorecen el crecimiento de las plantas a través de diferentes
mecanismos metabdlicos y la sintesis de sustancias complejas, destacandose la fijacion de
nitrégeno, fitohormonas y extension de la masa radicular, en el cual genera mayor presencia

de pelos absorbente mejorando la absorcion de agua y nutrientes (19).

2.2.2 Produccion de sustancias complejas de bacterias PGPRs

2.2.2.1 Acido indolacético

El AIA es una de las auxinas esenciales en la estimulacion de la division de células
vegetales y formacion de las raices, mayores floracién, regenerar tubérculos y la proliferacion

de callos de las plantas (11).

2.2.2.2 Exopolisacaridos

Los exopolisacaridos (EPS) son polimeros naturales de alto peso molecular que son
sintetizados en la superficie externa en las células bacterianas. Principalmente, los EPS estan
compuestos por polisacaridos y proteinas, tienen una aplicacion directa en la biotecnologia,

por su capacidad biodegradable y afinidad (13).



2.2.2.3 Produccion de ureasa

Es una enzima encargada de catalizar la hidrélisis de la urea, el &cido carbdnico en
bicarbonato produce una solucion tampdn; el amoniaco y el bicarbonato pueden unirse y

disociarse de los iones de hidrogeno en el cual puede tener un pH neutral (31).

2.2.2.4 Solubilizacion de potasio

Este elemento es muy bajo en el suelo, el potasio es asequible en los suelos, mientras
que en formas de rocas que son insolubles y silicatos (32). Este solido es especial cuando
tienen contacto directo con otros minerales, las bacterias son un componente que ayudan en

la movilizacion (33).

2.2.3. Necesidades nutricionales del cultivo

2.2.3.1 Hierro

El hierro es el cuarto metal mas abundante en los suelos, con un peso molecular de
55,845, cumple diversas funciones en procesos bioldgicos fundamentales como: transporte
de oxigeno, sintesis de ADN, fijacion de nitrogeno, respiracion y fotosintesis. A pesar de su
abundancia en la naturaleza, en condiciones fisioldgicas (presencia de oxigeno y pH neutro)
este elemento es escasamente disponible debido a la rapida oxidacion de Fe**a Fe*'y la

subsecuente formacion de hidréxidos insolubles (15).

2.2.3.2 Ciclo del Fe en el suelo

Los diferentes grados de solubilidad de hidréxidos de Fe en el suelo el 6xido de Fe
amorfo puede ser el mas soluble mientras la goethita seria la de menor solubilidad; la
solubilidad desciende 1000 veces, a la vez que aumenta el pH, oprimiendo la concentracion
de Fe soluble. La concentracion de Fe para este intervalo de pH es de 10-20 M
aproximadamente, cantidad insuficiente para el 6ptimo crecimiento vegetal, provocando

deficiencias de Fe en plantas cultivadas sobre estos suelos (7).
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2.2.3.3 Suelo con altos excesivo contenido de Fe

Los suelos con alto contenido de hierro ayudan en la contribucion de la deficiencia de
Fe en el crecimiento de los cultivos en estos suelos. Cuando los suelos se inundan tiene lugar

la reduccion del Fe3+ a Fe2+ acompafiada por un acrecimiento en solubilidad de Fe (17).

2.2.3.4 Factores que afectan a la resistencia del hierro en el suelo

Entre los factores que afectan la resistencia se encuentra el estado nutricional de la
planta, la deficiencia de Mg, P, K y Mn disminuyen, a mayor susceptibilidad a la toxicidad

por altas concentraciones de Fe y condiciones de inundacion ricos en materia organica (6).

2.2.3.5 Deficiencia de hierro en la planta

La deficiencia de hierro provoca estrés abiotico que se caracteriza principalmente por
el amarillento de las hojas jovenes, esto se lo conoce como clorosis férrica y en casos
extremos la hoja puede obtener un color blanco, pueden aparecer manchas necrdticas e
incluso producir la muerte. Este amarillento esta provocado por un cambio en la composicién

pigmentaria de los cloroplastos (14).

2.2.3.6 Toxicidad del hierro en la planta

Las altas concentraciones de hierro en el suelo ocasionan una inhibicion en el
crecimiento radicular, ocasionando a la planta afecciones en las hojas y sobre todo a las
plantas adultas, estas deficiencias de nutrimentos ocasionan agravantes en las condiciones

fisicas y ambientales de cierto suelo (5).

2.2.3.7 Toxicidad por Hierro (Fe)

La tolerancia de las plantas frente a altas concentraciones de Fe en solucion del suelo
varia de acuerdo con la especie y el genotipo, las apariciones de sintomas asociados a la
toxicidad son: suelo de pH acido y condiciones de anegamiento. Las leguminosas tienen el

potencial de fijar nitrogeno atmosférico, favoreciendo la acidificacion de la rizosfera, a lo que
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conlleva al aumentando de disponibilidad de metales pesados (Fe), las incidencias del Fe
habitualmente se presentan en suelos anegados ocasionando limitaciones en un cultivo con

excesividad de Fe (8).

2.2.3.8 Exceso del hierro en el cultivo de arroz

La toxicidad de hierro (Fe) este metal se encuentra en altas concentraciones, las
plantulas de arroz recién trasplantadas pueden ser afectadas por la acumulacion de Fe. La
absorcion tomada por plantulas de arroz en presencia de Fe2+, debido al incremento en la
permeabilidad de la raiz y al aumento del cambio microbiano de Fe3+ a Fe2+ (reduccion) en

la rizosfera (1).

Una cantidad alta de Fe en las plantas puede incrementar la formacion de radicales de
oxigeno, los cuales son fitotoxicos y ademas responsables de la degradacion de las proteinas
y la peroxidacién de los lipidos de la membrana celular. La excesiva absorcion de Fe
incrementa la actividad de la polifenol oxidasa, lo que conduce a la produccion de fenoles

oxidados, proceso que causa el bronceamiento de las hojas (1).

2.2.3.9 Influencia del hierro en plantas de arroz

Promueve amarillamiento foliar, ocasionando una pérdida de su funcionamiento en la
planta e inactividad del érgano. La toxicidad directa sucede cuando en las hojas del cultivo
cuando es absorbida una gran cantidad de Fe, causando un color herrumbroso (amarillo
rojizo) en forma de manchas en las hojas, mientras que en la punta de las hojas inferiores

avanza gradualmente el dafio mineral (6).

22310 Fésforo

El fésforo es uno de los elementos esencial en la vida vegetal, constituyéndose como
un componente primario de los sistemas responsables de la capacitacion, almacenamiento y
transferencia de energia, sus estructuras de macromoléculas, son los acidos nucleicos

poseyendo un papel significativo en los procesos fisiologicos de las plantas (26).
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2.2.3.11 Deficiencia de fésforo en plantas

Las carencias de fosforo pueden causar en suelos bien provistos de este nutrimento,
por reduccion de su disponibilidad en suelos acidos o basicos, debido a la fijacion del
carbonato de calcio, a bajas temperaturas o en condiciones de baja humedad relativa, también
se puede producir deficiencia en suelos hamicos, debido a bajos contenidos en fdsforo, asi

como a baja solubilidad (28).

2.2.3.12 Sintomatologia causada por deficiencias de fosforo

La deficiencia puede ser no evidenciada en la planta, es decir los sintomas no se
expresan hasta cuando se realiza un analisis foliar en las plantas para el observar los niveles
de fdsforos en los cultivos y ser identificado. Las condiciones de manejo del cultivo o de
clima pueden complicar la apariencia de la planta y causar dificultad en la determinacion. Por
ejemplo; el efecto de herbicidas, dafio por insectos, bajas temperaturas, entornos con excesos
de humedad y compactacion pueden causar deficiencias temporales de este nutriente (27).

2.2.4 Interacciones bacterias-metales

2.2.4.1 Interaccion de fosforo — hierro

En el suelo, se retiene el ion fosfato en la parte superior, la precipitacién que se
produce por los iones fosfatos y férricos se queden en la superficie del suelo, causando una
insolubilidad muy elevada. Las interacciones entre estos dos elementos se pueden explicar
como una reaccion de precipitacion de fosfato ferrico externamente a la superficie radicular
(29).

2.2.4.2 Interacciones con la superficie celular

La interaccion inicial entre las bacterias y los metales, ocurre por atraccion
electrostatica entre los iones cargados en solucion y los grupos funcionales de la superficie

celular microbiana (25).
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2.2.4.3 Interacciones intracelulares

Las interacciones a nivel intracelular entre bacterias y metales pesados, se inician con
un proceso activo conocido como bioacumulacion, seguido de transformaciones enzimaticas

y/ 0 induccidn de la sintesis de proteinas enlazadoras (25).

2.2.4.4 Interacciones planta — patdgeno en mecanismo general de defensa

La interaccion planta-patégeno puede ser explicada por dos vias. La primera incluye
interacciones entre los mecanismos generales de proteccidn constitutivos de la planta y los
componentes de virulencia producidos por el patdgeno encaminados a destruir la defensa. La
segunda, seguido del reconocimiento inicial, la planta incita resistencia obtenida mientras que

la patdgena trata de escapar a esta tenacidad (22).

La defensa general de la planta consiste de factores quimicos y fisicos. Las defensas
fisicas incluyen cuticulas, las cuales son fuertes cubiertas de polimeros de las superficies
externas de la planta, pectinas que existen en las paredes celulares y lamina media que afectan
la adherencia entre las células, y las paredes celulares, las cuales protegen a las células vegetal

de los dafios externos (22).
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CAPITULO 11
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1  Localizacion de la Investigacion

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio e invernadero de Microbiologia,
de la universidad Técnica Estatal de Quevedo ubicado en el Campus “La Maria”, situada en
el km 7,5 via Quevedo- ElI Empalme, provincia de Los Rios. Sobre las coordenadas 01° 04’
48.6” de latitud sur y 79° 30°04.2” de longitud oeste, a una altitud de 70 msnm.

Tabla 1

Condiciones agrocliméticas del area de estudio.

Parametros Promedio
Temperatura media 25.1°C
Humedad relativa 84%
Precipitacion 2286.6 mm
Heliofania, horas luz afio- ! 894
Zona ecologica Bh-T
Topografia Ondulado
Clima Tropical himedo

Fuente: (Estacion meteorolégica INHAMI; Estacion Experimental Tropical Pichilingue, 20012-2020).

3.2  Tipo de investigacion

El trabajo es de tipo experimental. En el cual se foment6 a la evaluacion del empleo
potencial de PGPR solubilizadores de minerales y productoras de fitohormonas en el cultivo

de arroz (Oryza sativa L.).

3.3  Método de investigacion

En el proyecto de investigacion se recurrieron los siguientes métodos: observacion,
cualitativo, cuantitativo y analitico que han permitido relacionar el trabajo de investigacion

con la revision bibliografica mencionada en este proyecto.
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3.4

3.4.1

> Metodo de observacion: Consiste en identificar, la investigacion que
se realizd por medio de la observacion de cada uno de los instrumentos que se
utilizaron en el ambito de laboratorio para las pruebas a realizar de manera in vitrio y

ambito de campo.

> Meétodo cualitativo: Se basa en la expresion oral y escrita de la
conducta visible. En la investigacion el método antes mencionado ayudo en la

descripcion de los ensayos realizados en el invernadero y en laboratorio.

> Meétodo cuantitativo: EI método cuantitativo es una metodologia de
investigacion que se centra en cuantificar la recopilacion y el andlisis de datos. Fue
practicado al finalizar en el analisis de datos obtenidos en el transcurso del trabajo de

investigacion.

> Método analitico: Consiste en descomponer un objeto de estudio
separando cada una de las partes del todo para estudiarlas en forma individual. El
método analitico fue primordial al momento de realizar ensayos no faciles de trabajar

en conjuntos.

Fuentes de recopilacién de informacién

Fuente primaria

Provienen de la informacién de campo registrando los implementos utilizados en

laboratorio para la investigacion aplicados en cada uno de los tratamientos realizados.

3.4.2 Fuente secundaria

Estas fuentes provinieron de esta manera investigativa a través de articulos cientificos,

revistas, tesis, libros entre otras fuentes investigativas.
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3.5  Disefio de la investigacion

3.5.1 Tratamientos

Los tratamientos empleados en la investigacion fueron aplicados como estudio 10

cepas bacterianas, las cuales se sometieron a pruebas bioquimicas y de invernadero tabla 2.

Tabla 2

Tratamientos empleados

Tratamiento 1 Serratia Marescens PM 3-8

Tratamiento 2 Acinetobacter calcoaceticus BMR 2-12

Tratamiento 3 Pseudoma veronii R4
Tratamiento 4 Pseudoma putida PB 3-6
Tratamiento 5 Acinetobacter sp BMR 2-2
Tratamiento 6 Enterobacter asburiae PM 3-14
Tratamiento 7 Klebsiella variicola BO 3-4
Tratamiento 8 Enterobacter asburiae BA 4-19
Tratamiento 9 Pseudomona putida BMR 2-4
Tratamiento 10 Pseudomona protegens CHAO

Fuente. Laboratorio microbiologia UTEQ Campus ‘’La Maria’’-
Elaboracion: Autora
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3.5.2 Disefio experimental — in vitro

3.5.2.1 Disefio cualitativo para la produccion de exopolisacaridos

La produccion de exopolisacaridos se obtuvo mediante la visualizacion obtenida en
el ensayo empleado. Se registré una escala de + (Poca produccion), ++ (Media produccion),

+++ (Alta produccion) y — (Sin produccion).

3.5.2.2. Disefio para el &cido Indolacético y ureasa de diferentes cepas PGPRs

Se utiliz6 el modelo (DCA) disefio completamente al azar, para determinar la
produccién del acido Indolacético y ureasa Se realizd la prueba de Tukey al 0.5% de
probabilidad, con objeto de determinar diferencia significativa entre los parametros evaluados
tabla 3.

Tabla 3

Esquema del Analisis de Varianza para el 4cido Indolacético y ureasa

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos 9
Error Experimental 20
Total 29

3.5.2.3 Disefio para la solubilizacion de fésforo y potasio de diferentes cepas PGPRs

Se utiliz6 el modelo (DCA) disefio completamente al azar, para determinar la
solubilizacion de Fésforo y Potasio. Se realiz6 la prueba de Tukey al 0.5% de probabilidad,

con objeto de determinar diferencia significativa entre los parametros evaluados tabla 4.
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Tabla 4

Esquema del analisis de varianza a la solubilizacién de fosforo y potasio

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos 9
Error Experimental 20
Total 29

3.5.2.4 Disefio para la evaluacion de tolerancia de las PGPRs bajo el empleo de diversas

concentraciones de hierro

Se utiliz6 el modelo (DCA) disefio completamente al azar, para evaluar la tolerancia
de las PGPRs bajo el empleo de diversas concentraciones de hierro (500, 1000 y 1500 ppm).
Se realiz6 la prueba de Tukey al 0.5% de probabilidad, con objeto de determinar diferencia

significativa entre los parametros evaluados tabla 5 y 6.

Tabla 5

Esquema del analisis de varianza a la evaluacion de tolerancia de las PGPRs bajo el empleo

de diversas concentraciones de hierro

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos 2
Error Experimental 6
Total 8
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Tabla 6

Caracteristicas de las unidades evaluadas a diferentes concentraciones de hierro.

Ensayos Replicas Bacterias
Concentraciones
de hierro
1 Serratia Marescens (PM 3-8), Acinetobacter calcoaceticus

500 ppm

(BMR 2-12), Pseudoma veronii (R4), Pseudoma putida
(PB 3-6), Acinetobacter sp (BMR 2-2), Enterobacter
asburiae  (PM 3-14), Klebsiella variicola (BO 3-4),
Enterobacter asburiae (BA 4-19), Pseudomona putida
(BMR 2-4), Pseudomona protegens (CHAO).

1000 ppm

Serratia Marescens (PM 3-8), Acinetobacter calcoaceticus
(BMR 2-12), Pseudoma veronii (R4), Pseudoma putida
(PB 3-6), Acinetobacter sp (BMR 2-2), Enterobacter
asburiae  (PM 3-14), Klebsiella variicola (BO 3-4),
Enterobacter asburiae (BA 4-19), Pseudomona putida
(BMR 2-4), Pseudomona protegens (CHAO).

1500 pmm

Serratia Marescens (PM 3-8), Acinetobacter calcoaceticus
(BMR 2-12), Pseudoma veronii (R4), Pseudoma putida
(PB 3-6), Acinetobacter sp (BMR 2-2), Enterobacter
asburiae  (PM 3-14), Klebsiella variicola (BO 3-4),
Enterobacter asburiae (BA 4-19), Pseudomona putida
(BMR 2-4), Pseudomona protegens (CHAO).

Fuente. Laboratorio microbiologia UTEQ Campus ‘’La Maria’’-

3525 Disefio para la evaluacion de tolerancia bajo el empleo de diversas

concentraciones de hierro

Se utiliz6 el modelo (DCA) disefio completamente al azar, para evaluar la tolerancia

de las cinco mejores cepas bajo el empleo de diversas concentraciones de hierro (2000, 2500

y 3000 ppm). Se realizo la prueba de Tukey al 0.5% de probabilidad, con objeto de determinar

diferencia significativa entre los parametros evaluados, tabla 7.
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Tabla 7

Esquema del Analisis de Varianza a la tolerancia de las cinco mejores cepas tolerantes a
hierro

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos 3
Error Experimental 8
Total 11

Las caracteristicas de las unidades evaluadas en la representacion de los tratamientos
empleados en la investigacion sobre un disefio DCA, se evalug el efecto al aumento de 2000
ppm de hierro, a diferentes horas, con objeto de determinar el punto de tolerancia durante el

periodo empleado, tabla 8.

Tabla 8

Caracteristicas de las unidades evaluadas;2000 ppm

Tratamiento Ensayos Replicas Descripcion
Horas
1 Serratia Marescens (PM 3-8),
Acinetobacter calcoaceticus (BMR 2-12),
2 Acinetobacter sp (BMR 2-
24 2000 ppm 2), Enterobacter asburiae (BA
3 4-19), Pseudomona putida
(BMR 2-4)
1 Serratia Marescens (PM 3-8),
Acinetobacter calcoaceticus (BMR 2-12),
Acinetobacter sp (BMR 2-
48 2000 ppm 2 2), Enterobacter ashburiae (BA 4-19),
Pseudomona putida (BMR 2-
3 4)
1 Serratia Marescens (PM 3-8),
Acinetobacter calcoaceticus (BMR 2-12),
Acinetobacter sp (BMR 2-
72 2000 ppm 2 2), Enterobacter asburiae (BA
3 4-19), Pseudomona putida
(BMR 2-4)
1 Serratia Marescens (PM 3-8),
Acinetobacter calcoaceticus (BMR 2-12),
Acinetobacter sp (BMR 2-
96 2000 ppm 2 2), Enterobacter asburiae (BA
3 4-19), Pseudomona putida
(BMR 2-4)

Fuente. Laboratorio microbiologia UTEQ Campus ¢’La Maria’’-
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Las caracteristicas de las unidades evaluadas en la representacion de los tratamientos
empleados en la investigacion sobre un disefio DCA, se evaluo el efecto al aumento de 2500
ppm de hierro, a diferentes horas, con 4 tratamientos (Horas) con 3 réplicas, con objeto de
determinar el punto de tolerancia durante el periodo empleado, tabla 9.

Tabla9

Caracteristicas de las unidades evaluadas;2500 ppm

Tratamiento Ensayos Replicas Descripcion
Horas
1 Serratia  Marescens (PM  3-8),
Acinetobacter calcoaceticus (BMR 2-
12), Acinetobacter sp (BMR
24 2500 ppm 2 2-2), Enterobacter asburiae
3 (BA 4-19), Pseudomona putida
(BMR 2-4)
1 Serratia  Marescens (PM  3-8),
Acinetobacter calcoaceticus (BMR 2-
12), Acinetobacter sp (BMR
48 2500 ppm 2 2-2), Enterobacter asburiae
3 (BA 4-19), Pseudomona putida
(BMR 2-4)
1 Serratia  Marescens (PM  3-8),
Acinetobacter calcoaceticus (BMR 2-
12), Acinetobacter sp (BMR
72 2500 ppm 2 2-2), Enterobacter asburiae
3 (BA 4-19), Pseudomona putida
(BMR 2-4)
1 Serratia  Marescens (PM  3-8),
Acinetobacter calcoaceticus (BMR 2-
12), Acinetobacter sp (BMR
96 2500 ppm 2 2-2), Enterobacter asburiae
3 (BA 4-19), Pseudomona putida
(BMR 2-4)

Fuente. Laboratorio microbiologia UTEQ Campus ‘’La Maria’’-

Las caracteristicas de las unidades evaluadas en la representacion de los tratamientos

empleados en la investigacion sobre un disefio DCA, se evaluo el efecto al aumento de 2500
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ppm de hierro, a diferentes horas, con 4 tratamientos (Horas) con 3 réplicas, con objeto de

determinar el punto de tolerancia durante el periodo empleado, tabla 10.

Tabla 10

Caracteristicas de las unidades evaluadas;3000 ppm

Tratamiento Ensayos Replicas Descripcion
Horas
1 Serratia  Marescens (PM  3-8),
Acinetobacter calcoaceticus (BMR 2-
24 3000 ppm 2 12), Acinetobacter sp (BMR
2-2), Enterobacter asburiae
3 (BA  4-19), Pseudomona putida
(BMR 2-4)
1 Serratia  Marescens (PM  3-8),
Acinetobacter calcoaceticus (BMR 2-
12), Acinetobacter sp (BMR
48 3000 ppm 2 2-2), Enterobacter asburiae
(BA  4-19), Pseudomona putida
3 (BMR 2-4)
Serratia  Marescens (PM  3-8),
1 Acinetobacter calcoaceticus (BMR 2-
12), Acinetobacter sp (BMR
72 3000 ppm 2-2), Enterobacter asburiae
2 (BA  4-19), Pseudomona putida
(BMR 2-4)
3
1 Serratia  Marescens (PM  3-8),
Acinetobacter calcoaceticus (BMR 2-
12), Acinetobacter sp (BMR
96 3000 ppm 2 2-2), Enterobacter asburiae
(BA 4-19), Pseudomona putida
3 (BMR 2-4)

Fuente. Laboratorio microbiologia UTEQ Campus ‘’La Maria’’-
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3.5.3 Disefio en fase in vivo

3.5.3.1 Disefo para la aplicacion de las PGPRs en las plantulas de arroz in-vivo

Se utilizo el modelo (DCA) disefio completamente al azar, para evaluar los pardmetros

morfoldgicos en las plantulas de arroz inoculadas con bacterias PGPRs cultivadas a diferentes

concentraciones de hierro tabla 11.

Tabla 11

Esquema del Andlisis de Varianza de la inoculacion de las bacterias PGPR en pléantulas de

arroz in vivo
Fuente de variacién Grados de libertad
Tratamientos 4
Error Experimental 15
Total 19

3.5.3.2 Caracteristicas del &rea de investigacion

En la presente investigacion se emplearon las siguientes caracteristicas

experimentales tabla 12.

Tabla 12

Caracteristicas de las unidades experimentales.

Caracteristicas Unidades experimentales
NUmero de tratamientos 5
Numero de plantas por tratamiento 12
Numero de réplicas por tratamiento 3
Numero de unidades por repeticion 4
Numero de unidades experimentales 60
Forma del ensayo Rectangular

Elaboracion. Autora
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La representacion de los tratamientos empleados en la investigacion sobre un disefio

DCA, para la identificacion de los parametros morfologicos en las plantulas de arroz

inoculadas con bacterias PGPRs cultivadas a diferentes concentraciones de hierro, con 5

tratamientos con 4 repeticiones y 4 unidades experimentales. Se seleccionaron las 5 mejores

cepas que expresaron mayor produccion de exopolisacaridos, ac. Indolacético y ureasa;

solubilizacion de Fésforo y Potasio, empleando en consorcio bacteriano a las plantulas. Los

tratamientos consistieron en diferentes concentraciones de hierro tabla 13.

Tabla 13

Caracteristicas de las unidades evaluadas

Tratamientos Descripcion Replicas Unidad
Combinacion de PGPRs 1
(Enterobacter asburiae PM 3-14,
Serratia marcesns PM 3-8,
Enterobacter asburiae BA 4-19,
Acinetobacter sp BMR  2-2,
Tratamiento 1 pg4omona putida BMR 2-4) 2 4 plantas

250 ppm de Hierro/300 g de Suelo
seco Dosis: [320 ml de agua/80 ml de
consorcio bacteriano (Relacién al 20
%)]

(5ml de solucion)
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Tratamiento 2

Combinacion de PGPRs
(Enterobacter asburiae PM 3-14,
Serratia marcesns PM 3-8,
Enterobacter asburiae BA 4-19,
Acinetobacter  sp BMR 2-2,
Psudomona putida BMR 2-4)

500 ppm de Hierro/300 g de Suelo
seco Dosis: [320 ml de agua/80 ml de
consorcio bacteriano (Relacién al 20
%)]

4 plantas

(5ml de solucion)

Tratamiento 3

Combinacion de PGPRs
(Enterobacter asburiae PM 3-14,
Serratia ~ marcesns PM 3-8,
Enterobacter asburiae BA 4-19,
Acinetobacter sp BMR = 2-2,
Psudomona putida BMR 2-4)
+

750 ppm de Hierro/300 g de Suelo
seco Dosis: [320 ml de agua/80 ml de
consorcio bacteriano (Relacion al 20
%)]

4 plantas

(5ml de solucion)

Combinacion de PGPRs
(Enterobacter asburiae

PM 3-14, Serratia marcesns PM 3-8,
Enterobacter asburiae BA 4-19,
Acinetobacter sp BMR  2-2,
Psudomona putida BMR 2-4)
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Tratamiento 4 +

Sin Hierro 4 plantas
Dosis: (5ml de solucion)
[320 ml de agua/80 ml de consorcio 3

bacteriano (Relacion al 20 %)]

(Control positivo)

4
1
Sin aplicacion de bacterias
Tratamiento 5 + 2
Sin Hierro 4 plantas
(Testigo Absoluto) 3 (- de solucién)
4

Fuente. Laboratorio microbiologia UTEQ Campus “’La Maria’’-
Elaboracion: Autora

3.6 Instrumentos de investigacion

3.6.1 Manejo del experimento

3.6.1.1 Preparacion de pre-inoculo en medio king b

La preparacion del pre-indculo realizado mediante la seleccion de 10 cepas PGPRs,

obtenidas del banco de germoplasma del laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular
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de la UTEQ, se inoculé en un medio de cultivo King B liquido y se incub6 en un shaker

Benchmark incushaker® a 150 rpm en agitacion constante a 26 °C por 48 h.

3.6.1.2 Prueba de compatibilidad

Las bacterias seleccionadas del banco de germoplasma, realizado para el crecimiento
de las cepas en medio King B liquido individualmente en matraces de 25 ml durante 48 h a
150 rpm, del crecimiento pre-inocuo se cosechd 10 ul de cada cepa PGPRs y se cultivd
mediante la técnica de estriado en placas Petri que contiene King B sélido (Peptona 20 g,
fosfato de potasio 1.5 g, sulfato de magnesio 1.5 g, glicerol 15 ml/ L, agar 20 g) durante 48
hr a temperatura ambiente. En la determinacién de compatibilidad se recolect6 las mejores
colonias crecidas con un aza de cada bacteria y se cultivé en linea cruzada cada cepa en placas
Petri, donde ya se identifica la cepa. La prueba determina la inhibicién o compatibilidad entre

bacterias.

3.6.1.3 Pruebas bioquimicas

3.6.1.4 Produccion de exopolisacaridos

La produccion de exopolisacéridos de bacterias, se utiliz6 1000 ml del medio YMB
(yeast extract 0.4 g, manitol 10 g, cloruro de sodio 0.1 g, MgS047H20 0.2 g, K2HPO4 0.5 g)
durante 48 hr, se descart6 el medio celular y se llevo a cabo dos lavados: primer lavado con
tampon fosfato salino 1000 ml (Cloruro de sodio 8 g, cloruro de potasio 0.2 g, Na2HO4 1.44q,
KH2PO4 0.249g) por 5 s, para posteriormente aplicar la solucion de cristal violeta 100 ml
[Solucion Madre (cristal violeta 1 g, agua destilada 100 ml)] en relacion *° durante 30 min;

segundo lavado con agua destilada, calificando cualitativamente la prueba.

3.6.1.5 Produccion de acido indolacético

La produccién de AIA se estimé mediante la técnica colorimétrica basada en el
reactivo de Salkowski. Las cepas se cultivaron en medio King B suplementado con L-
triptéfano (0,025 Mm) durante 24, 48 y 72 h a 150 rpm. Se cosechd 1 ml cada 24 h del

crecimiento bacteriano y se centrifugd a 10 000 rpm durante 5 min, se recolectd 250 pl del
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sobrenadante y se afiadio el reactivo de Salkowski (1:4) durante 30 min a oscuridad. Las
muestras positivas pasaron de tonos de rosa a rosa intenso, mientras que las muestras
negativas presentaban coloraciones amarillo claro. El estudio se registré a 530 Nm (OD),
registrando la cantidad de AIA en pg/ml trazando la curva estandar.

3.6.1.6 Curva patron de acido Indolacético de bacterias PGPRs

La prueba de produccion de acido indolacético por parte de las bacterias PGPRs
empleadas cuantifica la cantidad de indoles totales, en donde se realiz6 una curva patron
(Blanco: Agua) utilizando diferentes blancos en el espectrofotometro figura 1.

Figura 1

Curva lineal de concentracion de AIA (Blanco: Agua)

Curva Patron AIA
(Blanco: Agua)
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Elaboracion. Autora

La produccion de acido indolacético por parte de las bacterias PGPRs se muestra
evidenciadas en cada una de las muestras con sus diferentes concentraciones y se puede
evidenciar su variabilidad con la tonalidad de intensidad de color figura 2.
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Figura 2

Muestras del contenido curva patron del acido indol acético

5 ug /Ml 10 ug /mL 20 ug /mL 50 ug /mL 100 ug /mL

Elaboracion: Autora

3.6.1.7 Produccién de ureasa

Se realizé el crecimiento de las bacterias en medio King B liquido por 24 h, se
recuperd 20 ul y se cultivé en placas Petri que contiene el medio Christensen Agar (Dextrosa
1 g, Agar bacterioldgico 15 g, Peptona 1 gr, Fosfato monopotasio 2 g, Rojo fenol 0,012 g,
Cloruro sodico 5 g, ajustando el pH de 7,2 a 25 °C), para la determinacién de ureasa se utilizo
la metodologia Nguyen et al., 1992 (34) en periodos de 24, 48 y 72 horas. El porcentaje de

solubilizacion se determind con la siguiente formula:

Solubilizacion % Diametro de halo — diametro de colonia x 100%

Diametro de colonia
Donde:
% Solubilizacion es la tasa de solubilizacion presentadas por las bacterias
Diametro de la colonia es el crecimiento que es presente en la bacteria

Diametro del halo es el alrededor de la colonia que es formado

3.6.1.8 Solubilizacion de potasio

Se realizd el crecimiento de las bacterias en medio King B liquido por 24 h a 180 rpm,
se recuper0 5 pl y se cultivo en placas Petri que contiene el medio Pikovskaya modificado
(Glucosa 10 gr, Nitrato de potasio 5gr, Cloruro de potasio 0,2 gr, Sulfato de amonio 0,5 gr,
Sulfato de magnesio 0,1 gr, Purpura bromocresol 0,125 gr, Agar 15 gr) durante 24, 48 y 72
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horas, para la determinacion en la solubilizacién de Potasio se utilizdé la metodologia por
Nguyen et al., 1992., (34). El porcentaje de solubilizacion se determin6 con la siguiente

férmula:

Solubilizacion % Diametro de halo — diametro de colonia x 100%

Diametro de colonia

Donde:
% Solubilizacion es la tasa de solubilizacion presentadas por las bacterias
Diametro de la colonia es el crecimiento que es presente en la bacteria

Diametro del halo es el alrededor de la colonia que es formado

3.6.1.9 Solubilizacién de fésforo

Se realizo el crecimiento de las bacterias en medio King B liquido por 24 h a 180 rpm,
se’ recupero 5 ul y se cultivo en placas Petri que contiene el medio Pikovskaya (Glucosa 10
gr, Fosfato de calcio 5 g, Cloruro de magnesio hexahidratado 5 gr, Cloruro de potasio 0,2 g,
Sulfato de amonio 0,1 g, Agar 20 g.) durante 24, 48 y 72 horas. Para identificar el porcentaje
de solubilidad por parte de las bacterias se realizo por la técnica de Nguyen et al., 1992 (34).

La solubilizacidn con la respectiva formula de solubilizacion.

Solubilizacion % Diadmetro de halo — didametro de colonia x 100%

Diametro de colonia

Donde:
% Solubilizacion es la tasa de solubilizacion presentadas por las bacterias
Diametro de la colonia es el crecimiento que es presente en la bacteria

Diametro del halo Es el alrededor de la colonia que es formado
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3.6.1.10  Evaluacion de las cepas PGPRs sometidas a diversas concentraciones de
hierro

Se realizd el crecimiento de las bacterias en diferentes concentraciones de Hierro a
500, 1000 y 1500 ppm en medio King B en relacién ¥4 (25 ml de medio King B y 175 de agua
destilada) durante 24, 48 y 72 hr a 150 rpm. Se cosechd 1 ml cada 24 horas del crecimiento

bacteriano registrando la densidad éptica de 600 Nm (OD).

3.6.1.11  Seleccion de las cepas PGPRs con potencial tolerante a diversas

concentraciones de hierro

Se determin6 mediante el estudio anterior seleccionar cinco cepas PGPRs con mayor
potencial a la tolerancia del Hierro y se aumento el rango de tolerancia a 2 000, 2 500 y 3 000
ppm. Se realizo el crecimiento de las bacterias en medio King B en relacion ¥ (25 ml de
medio King B y 175 de agua destilada) durante 24, 48, 72 y 96 hr a 150 rpm. Se cosecho 1

ml cada 24 horas del crecimiento bacteriano registrando la densidad 6ptica de 600 Nm (OD).

3.6.1.12  Seleccion de cepas PGPRs con alto potencial en la produccion de

fitohormonas, solubilizadores de minerales

Se determiné mediante los estudios realizados anteriormente seleccionar 5 cepas
PGPRs con mayor potencial en la produccién de fitohormonas, solubilizadores de nutrientes
y tolerantes a Hierro con objeto de producir las bacterias en bioformulados (consorcio
bacteriano). El crecimiento bacteriano que se obtuvo durante 48 hr en fermentacion

anaerobica.

3.6.1.13  Empleo de diferentes concentraciones de hierro al suelo propio de las

plantulas de arroz e inoculacién del consorcio bacteriano

Al suelo propio de las plantulas de arroz se empleé diferentes concentraciones de
hierro a 250, 500 y 750 ppm / 100 g de Suelo seco, en forma liquida. Se cultivaron 5 semillas
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de arroz por maceta, como medio de biomineralizador y bioprotector se aplicé 80 mi/320 ml

de agua a los 15 y 25 dias. El ensayo se realizo en un periodo de 30 dias.

3.6.2 Variables a evaluar

Las variables a evaluar de manera in vivo se presentan a continuacion:

3.6.2.1 Altura de planta (cm)

Para la evaluacién de la altura de las plantulas de arroz de cada tratamiento se midié
en el dia 25 cada tratamiento desde la base del tallo hasta el apice de la hoja de arroz, donde

los datos obtenidos de esta variable fueron agregados al programa Infostat

3.6.2.3 Numero de hojas (n°)

Se contd las hojas presentes en cada unidad experimental, en donde se valoré plantas
utiles de cada tratamiento, esto se lo realizd en una superficie plana en el dia 30,

posteriormente a su finalizacion de la investigacidn experimental.

3.6.2.4 Longitud radicular (cm)

Esta variable se extrajo las plantas de cada maceta y con una cinta métrica, se midio
la longitud radicular, esto se lo realiz6 en una superficie plana en el dia 30 posteriormente a

su finalizacion de la investigacion experimental.
3.6.2.5 Peso fresco del sistema radicular (g)

El peso del sistema radicular se utilizo el método destructivo, en donde se lavaron
cuidadosamente las raices y se secaron al ambiente por entre 60 a 90 min; con objeto de

eliminar residuos. Las raices se pesaron en la balanza analitica PIONEERTM PRECISION,
PX323/0OHAUS.
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3.6.2.6 Peso fresco del tallo (g)

Para la evaluacion del peso del tallo se utilizo el método destructivo, se usé la balanza
analitica PIONEERTM PRECISION, PX323/OHAUS, registrando los datos fueron

agregados a Infostat version 2020.

3.6.2.7 Peso seco del sistema radicular y del tallo (g)

Realizado el procedimiento anterior las partes vegetales seleccionadas se envolvieron
en bolsas de papel con su respectiva rotulacién. La muestra se llevo a una estufa de extraccion
de humedad (Thermo ScientificTM), durante 48 h a 65°C. Después de obtener la muestra de
peso seco se inspecciond su peso con el uso de una balanza analitica PIONEERTM
PRECISION, PX323/OHAUS.

3.7 Tratamiento de los datos

El analisis estadistico de los resultados obtenidos de las variables de estudio, se realiz6
mediante un analisis de varianza (DCA) y para determinar diferencia significativa, se aplicd

la prueba de significacion Tukey 5%.

3.7.1 Materialesy equipos

Los materiales y equipos empleados en la investigacion pertenecen al laboratorio de

la UTEQ, ademas se indican los empleados en la investigacion:

3.8. Recursos Humanos y materiales

3.8.1. Recursos humanos

La investigacion se realizé con la orientacion metodoldgica del Dr. Hayron Fabricio

Canchignia Martinez, docente de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo. El manejo del
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ensayo toma de variables sera realizado por la Srta. Manzo Campos Teresa De Jesus,

estudiante de la carrera de Agronomia.

3.8.2. Materiales de laboratorio

N N 2 I 2N R

Tubos de eppendorf ™ (3 ml)

Papel parafilm

Vasos de precipitacion (50 ml, 250 ml y 500ml)
Cajas petri

Tijeras quirurgicas

Matraces de 500 ml

Tubos falcon (15 ml y 45 ml)

Tubos de ensayos

Cubetas de espectrofotometro

Pipeta pasteur

3.8.3. Equipos de laboratorio

o
N
N
N
o

_)

Balanza
Centrifuga

Nevera

Bortex
Espectrofotémetro

Autoclave

3.8.4. Reactivos

5
5
5
5
5
5

Cloruro de sodio

Acido citrico

Glucosa

Fosfato de calcio

Cloruro de magnesio hexahidratado

Cloruro de potasio
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N 2 2

385

N 2 A 2 2

N N A

Sulfato de amonio

Agar 20

Medio King- B

Sulfato de magnesio hepta-hidratado
BactoTM peptona

Fosfato de potasio dibasico

Cristal violeta

Cloruro de hierro

Acido sulfurico

Material genético

Serratia Marescens PM 3-8

Acinetobacter calcoaceticus BMR 2-12

Pseudoma veronii R4
Pseudoma putida PB 3-6
Acinetobacter sp BMR 2-2
Enterobacter asburiae PM 3-14
Klebsiella variicola BO 3-4
Enterobacter asburiae BA 4-19
Pseudomona putida BMR 2-4

Pseudomona protegens CHAO

Materiales de oficina

Cuaderno
Computador
Lapicero
Lapiz

uUSB
Pendrive

Escritorio
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1 Resultados

4.1.1 Produccion de exopolisacéaridos

Las cepas BO 3-4 y PM 3-8 poseen la capacidad de producir exopolisacaridos,

generando doble anillo sobre la superficie del medio y al asentamiento bacteriano en los tubos

de ensayos, al igual que el nimero de anillos generados por la cepa BMR 2-4. Mientras que

la cepa BMR 2-2, deficiente a la produccion de EPS en la figura 3. Se visualiza la formacion

de anillos de exopolisacaridos, las flechas indican los anillos.

Figura 3

Formacion de exopolisacaridos generadas por cepas PGPRs

Formacion de : ’

EPS en la . "4

superficie del Ve, @

tubo ) i » “\VT’"}) ol .mnﬁ.',“'sw

——pm o
Formacion de
EPS al ) \
asentamiento : ','-j‘fu;«;. , .
celular T S '-~—w,-:&f S
”y ». e —
BMR 2-4 PM 3-8 BO 3-4 BMR 2-2

Elaboracion: Autora
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4.1.2 Bacterias solubilizadoras de potasio

La velocidad del crecimiento celular y su potencial en la solubilizacion de Potasio por
medio del halo bacteriano, se verifico a las 24, 48 y 72 h después de la inoculacion, la cepa
PM 3-8 presentd una mayor solubilizacion, exhibiendo porcentaje de 23.44, 26.68 y 89.99 %;
respectivamente a las horas mencionadas anteriormente. Mientras que la cepa R4 no
promueve menor porcentaje de mineralizacion con 28.8, 33.15 y 34.59 % (24, 48 y 72 horas)
(figura4 A).

El crecimiento bacteriano en placas Petri demostrd una correcta expansion del halo
perteneciente de la cepa PM 3-8, en donde se observa el aumento hal6filo desde las 24 h,
promoviendo a la bio-solubilizacién de potasio. Mientras que R4 logro crecer en el medio,
sin embargo, no causo efecto reductor Figura 4 B, se puede observar la Solubilizacién de
Potasio durante a las 24, 48 y 72 h, en donde se emple6 10 cepas PGPRs. Observando en la
figura b la extension del halo bacteriano con efecto solubilizador de Potasio, las flechas

indican el avance de la cepa durante el periodo evaluado (figura 4 B).

Figura 4
Solubilizacién de potasio de 10 cepas PGPRs a las 24, 48 y 72 h, las diferentes letras indican

diferencias significativas entre promedios a p<0.05, analizados por el test de Tukey.

100 @24 horas ®48 horas @72 horas A

90

Solubilizacion de Potasio
(%)
ol
o

PM 3-8 BMR 2-12
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PM 3-8

R4

Elaboracion: Autora

4.1.3 Bacterias solubilizadoras de fésforo

La velocidad del crecimiento celular y su potencial en la solubilizacién de Fosforo, se
verificd a las 24, 48 y 72 horas después de la inoculacion, la cepa BMR 2-12 presenté mayor
solubilizacion por medio de su halo con porcentajes de 21.13, 22.91 y 25.93 %;
respectivamente a las horas mencionadas anteriormente. Mientras que la cepa revel6 menor
porcentaje de solubilizacion ante las deméas cepas con 4.61, 7.47 y 10.21 % (24, 48 y 72
horas). Cabe mencionar que la cepa BMR 2-2 creci6 en el medio, pero no extendio su halo

sobre el mineral (figura 5 A).

El comportamiento de la cepa BMR 2-12 con efecto a bio-solubilizar fésforo
promovié alto impacto sobre el mineral, en donde se evidenci6 un rapido acceso halofilo e
influyendo sobre el medio desde las 24 h, revelando poseer capacidad de desdoblar dicho
nutriente y aceptarlo como fuente de nutritiva (figura 5 B), Se puede observar la
Solubilizacion de Fésforo durante a las 24, 48 y 72 h, en donde se emple6 10 cepas PGPRs.
B Extension del halo bacteriano con efecto solubilizador de Fosforo, las flechas indican el

avance de la cepa durante el periodo evaluado.
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Figura 5

Solubilizacién de fosforo de 10 cepas PGPRs a las 24, 48 y 72 h, las diferentes letras indican

diferencias significativas entre promedios a p<0.05, analizados por el test de Tukey

40
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Solubilizacion de Fosforo
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Elaboracion: Autora

4.1.4 Bacterias productoras de ureasa

Las diferentes bacterias PGPRs cultivadas en medio Cristensen’s Urea Agar en la
determinacion de la produccién de ureasa se verifico la cepa BMR 2-2 posee alta capacidad
de producir dicha enzima, indicando porcentajes de 43.24, 33.40 y 37.35 % durante las 24,
48 y 72 h. Cabe indicar que la cepa BO 3-4 revel6 a las 24 h, crecer y emitir produccion de
ureasa, sin embargo, no reveld desarrollar el halo de solubilizacion sobre el medio de cultivo,
por ello no resultd indicar porcentajes mediante la formula aplicada (figura 6 A).

La cepa BMR2-2 reveld poseer la capacidad de producir ureasa desde las 24 h,

revelando un rapido aprovechamiento del medio Cristensen’s Urea, la produccion de la
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enzima altera el medio nutritivo expresandose con tonalidades rojizas. Mientras que cepas

BO 3-4 no desarrollo su potencial hal6filo, impidiendo secretar dicha enzima figura 6 B.

En la figura se puede mostrar la Produccion de ureasa durante a las 24, 48y 72 h, en
donde se empled 10 cepas PGPRs. Las diferentes letras indican diferencias significativas
entre promedios a p<0.05, analizados por el test de Tukey. B Produccion de ureasa, las flechas

indican el avance en tonalidad rojiza, de la cepa durante el periodo evaluado.

Figura 6

Produccién de ureasa de 10 cepas PGPRs a las 24, 48 y 72 h, las diferentes letras indican

diferencias significativas entre promedios a p<0.05, analizados por el test de Tukey

@24 horas 248 horas 72 horas

Producciéon de Ureasa
(%)
N
o1
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4.1.5

4.1.5.1

24 h 48 h 72h

BMR 2-2

N ’
PB 3-6 o

Elaboracion: Autora

Cinética de crecimiento y densidad Optica de las cepas PGPRs sometidas a

diferentes concentraciones de hierro

Efecto de cepas PGPRs sometidas a 500 ppm de hierro

El efecto de un micro-ambiente férrico a 500 ppm, determind el potencial de

diferentes bacterias PGPRs con capacidad de absorber el hierro y aprovechar para su

incremento o estabilidad celular, en donde se identifico a las 24, 48 y 72 h las mejores
respuestas del contenido UFC/ uL de las cepas PB 3-6 (3,97E+08, 1,50E y 1,45E+08 72);
BMR (2-4 1,8E+10, 8,37E+09 y 9,23E+09); CHAO (2,47E+09, 1,60E+09 y 1,38E+10).
Mientras que BMR 2-12 revela cargas de (9,93E+08, 1,22E+09 y 1,60E+06) demostrando
poseer poca adaptacion al medio tabla 14.
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Tabla 14

Cinetica de crecimiento de cepas PGPRs sometidas a concentraciones de 500 ppm de hierro
a las 24, 48 y 72 h; las diferentes letras significan diferencias significativas a p<0.05,

analizados por el test de Tukey.

500 ppm de Hierro

24 h 48 h 72h
PM 3-8 UFC/uL 2,57E+05 B 2,70E+07 B 1,33E+07 A
BMR 2-12 UFC/pL 9,93E+08 A 1,22E+09 A 1,60E+06 A
R4 UFC/uL 1,50E+08 A 2,70E+08 A 2,53E+07 A
PB 3-6 UFC/pL 3,97E+08 A 1,50E+08 A 1,45E+08 B
BMR 2-2 UFC/pL 1,18E+08 B 1,04E+08 B 2,63E+08 B
PM 3-14 UFC/pL 1,11E+10 AB 1,42E+07 A 1,16E+10 A
BO 3-4 UFC/pL 1,90E+08 A 1,73E+09 A 1,15E+10 A
BA 4-19 UFC/uL 3,27E+09 A 1,53E+09 B 8,93E+09 A
BMR 2-4 UFC/uL 1,18E+10 B 8,37E+09 A 9,23E+09 B
CHAO UFC/uL 2,47E+09 A 1,60E+09 A 1,38E+10 A

Elaboracion: Autora

4.1.5.2 Efecto de cepas PGPRs sometidas a 1000 ppm de hierro

El efecto a concentraciones de 1000 ppm de hierro, indicé a las 24, 48 y 72 h mejores
respuestas del contenido UFC/ pL de las cepas PM 3-14 con (1,04E+10, 1,23E+07 y
1,11E+10); CHAO (2,50E+09, 1,57E+09 y 1,26E+10). Mientras que BMR 2-12 promueven

el aumento del contenido celular, sin embargo, ejerce una reduccion total del hierro a las 72
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h. Cabe mencionar que se considera el alto contenido bacteriano de las cepas BA 4-19, y
BMR 2-4 (E+08 —E+10) (tabla 15).

Tabla 15

Cinética de crecimiento de cepas PGPRs sometidas a concentraciones de 1000 ppm de hierro
a las 24, 48 y 72 h; las diferentes letras significan diferencias significativas a p<0.05,

analizados por el test de Tukey

1000 ppm de Hierro

24 h 48 h 72 h
PM 3-8 UFC/pL 1,10E+07 B 1,87E+07 B 1,50E+07 A
BMR 2-12 UFC/pL 1,07E+08 A 1,07E+09 B 1,50E+06 A
R4 UFC/uL 1,20E+08 B 2,17E+08 B 1,50E+07 B
PB 3-6 UFC/uL 1,50E+05 B 1,50E+06 B 1,97E+08 A
BMR 2-2 UFC/pL 1,70E+08 A 1,73E+08 A 2,63E+09 A
PM 3-14 UFC/uL 1,04E+10 B 1,23E+07 A 1,11E+10 A
BO 3-4 UFC/uL 1,57E+07 B 1,63E+09 A 1,09E+10 A
BA 4-19 UFC/pL 3,17E+08 A 1,30E+10 A 6,77E+09 B
BMR 2-4 UFC/uL 1,53E+10 A 8,97E+09 A 1,50E+10 A
CHAO UFC/uL 2,50E+09 A 1,57E+09 A 1,26E+10 A

Elaboracion: Autora



4.1.6 Efecto de cepas PGPRs sometidas a 1500 ppm de hierro

El empleo de bacterias PGPRs en respuesta a concentraciones de 1500 ppm de hierro,
indico mejores respuestas del contenido UFC/ uL de las cepas BMR 2-2, PM 3-14, BA 4-19
y BMR 2-4; los cuales crecieron gradualmente en presencia de hierro. Mientras que R4 posee
menos contenido bacteriano de 1,18E+06, 1,50E+05 y 1,50E+07 a las 24, 48 y 72 h tabla 16.

Tabla 16

Cinética de crecimiento de cepas PGPRs sometidas a concentraciones de 1000 ppm de hierro
a las 24, 48 y 72 h; las diferentes letras significan diferencias significativas a p<0.05,

analizados por el test de Tukey

1500 ppm de Hierro

24 h 48 h 72 h

PM 3-8 UFC/uL 9,53E+08 A 1,50E+08 B 1,63E+07 A
BMR 2-12 UFC/uL 1,08E+08 A 1,04E+09 B 1,50E+06 A
R4 UFC/uL 1,18E+06 C 1,50E+05 C 1,50E+07 B
PB 3-6 UFC/uL 4,10E+05 B 3,33E+07 C 1,70E+08 AB
BMR 2-2 UFC/uL 1,77E+08 A 1,57E+08 A 2,77E+09 A
PM 3-14 UFC/uL 1,83E+10 A 1,10E+07 A 1,70E+09 B
BO 3-4 UFC/uL 1,34E+07 B 1,83E+08 B 1,70E+09 B
BA 4-19 UFC/uL 2,90E+08 B 1,53E+09 B 5,17E+09 C
BMR 2-4 UFC/uL 1,01E+10 B 1,50E+09 B 1,42E+10 A
CHAO UFC/uL 2,53E+08 B 1,23E+07 B 1,77E+08 B

Elaboracion. Autora



4.1.7 Seleccion de las bacterias con alto potencial biosolubilizadoras de hierro

4.1.7.1 Niveles de absorbancia bajo concentraciones de hierro de la cepa BMR 2-12

La cepa BMR 2-12 con alto potencial biosolubilizar logré reducir concentraciones de
Hierro a 2000 ppm expresando niveles de absorbancia de 0.1, 0.08, 0.06 y 0 a las 24, 48, 72
y 96 h. De manera algo similar se presencid de las concentraciones de 2500 y 3000 ppm, en
donde la cepa secuestrd los iones de Hierro y absorbié exhibiendo niveles de 0.07, 0.06 y
0.04; 0.05, 0 y 0 durante las 24, 48 y 72 h; sin embargo, la bacteria soporto o infiri¢ al efecto
toxico permitiendo revelar el aumento de valores a 0.16 (2500 ppm) y 0.19 (3000 ppm) a las
96 h figura 7.

Figura7

Evaluacion de la cepa BMR 2-12 a diferentes concentraciones de 2000 ppm, 2500 ppm y
3000 ppm de hierro; las barras indican los niveles de absorbancia (ABS). Las diferentes

letras indican diferencias significativas entre promedios a p<0.05, analizados por el test de

Tukey
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Elaboracion. Autora
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4.1.7.2 Niveles de absorbancia bajo concentraciones de hierro de la cepa PM 3-8

La cepa PM 3-8 revelo reducir concentraciones de 3000 ppm de Hierro hasta las 72
h, demostrando por medio espectrofotometria niveles de 0.04 (24 h), 0 (48 y 72 h), mientras
que a las 96 h se evidencio aumento del contenido celular generando 0.17. De tal manera se

efectud en concentraciones de 2000 ppm y 2500 ppm de Hierro figura 8.

Figura 8

Evaluacion de la cepa PM 3-8 a diferentes concentraciones de 2000 ppm, 2500 ppm y 3000
ppm de hierro; las barras indican los niveles de absorbancia (ABS). Las diferentes letras

indican diferencias significativas entre promedios a p<0.05, analizados por el test de Tukey
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Elaboracion: Autora
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4.1.7.3 Niveles de absorbancia bajo concentraciones de hierro de la cepa BA 4-19

La cepa BA 4-19 demostro reducir concentraciones de 2000, 2500 y 3000 ppm de
Hierro a expresando niveles de absorbancia de 0.03, 0.06 y 0.05 (24 h); 0.03, 0.04 y 0 (48 h);
0.02, 0.01 y 0 (72 h). Mientras que a las 96 h la bacteria aument6 los niveles a 0.15 (2000
ppm), 0.17 (2500 ppm) y 0.17 (3000 ppm) figura 9.

Figura9
Evaluacion de la cepa BA 4-19 a diferentes concentraciones de 2000 ppm, 2500 ppm y 3000
ppm de hierro; las barras indican los niveles de absorbancia (ABS). Las diferentes letras

indican diferencias significativas entre promedios a p<0.05, analizados por el test de Tukey
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Elaboracion: Autora
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4.1.8 Niveles de absorbancia bajo concentraciones de hierro de la cepa BMR 2-2

La cepa BMR 2-2 demostrd reducir concentraciones de 2000, 2500 y 3000 ppm de
Hierro a expresando niveles de absorbancia de 0.04, 0.06 y 0.01 (24 h); 0.05, 0.03 y 0 (48 h);
0.04, 0.01 y 0 (72 h). Mientras que a las 96 h la bacteria aumento los niveles a 0.17 (2000
ppm), 0.18 (2500 ppm) y 0.15 (3000 ppm) figura 10.

Figura 10

Evaluacion de la cepa BMR 2-2 a diferentes concentraciones de 2000 ppm, 2500 ppm y 3000
ppm de hierro; las barras indican los niveles de absorbancia (ABS). Las diferentes letras
indican diferencias significativas entre promedios a p<0.05, analizados por el test de Tukey.
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Elaboracion: Autora
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4.1.8.1 Niveles de absorbancia bajo concentraciones de hierro de la cepa BMR 2-4

La cepa BMR 2-4 demostré reducir concentraciones de 2000, 2500 y 3000 ppm de
Hierro a expresando niveles de absorbancia de 0.03, 0.09 y 0.04 (24 h); 0.04, 0.05 y 0 (48 h);
0.02, 0.02 y 0 (72 h). Mientras que a las 96 h la bacteria aumento los niveles a 0.15 (2000
ppm), 0.21 (2500 ppm) y 0.16 (3000 ppm) figura 11.

Figura 11

Evaluacion de la cepa BMR 2-4 a diferentes concentraciones de 2000 ppm, 2500 ppm y 3000
ppm de hierro; las barras indican los niveles de absorbancia (ABS). Las diferentes letras

indican diferencias significativas entre promedios a p<0.05, analizados por el test de Tukey
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4.1.8.2 Produccion de acido indol acético de bacterias PGPRs

A las 24 h se determind la produccion de acido indol acético de las cepas PGPRs, en
donde la cepa PB3-6 con mayor produccion de AIA de 18.55 ug/mL™ y la cepa R4 con 14.64
ug/ml, mientras que las cepas CHAO y BMR 2-4 no promovieron en la ruta primaria a la
sintesis de AIA con valores de 1.66 y 2.05 ug/ml™ figura 12. A las 48 h se determiné la
produccion de &cido indol acético, en donde las cepas BMR 2-2, PB 3-6 y BMR 2-12
promovieron mayor produccion de 29.92, 28.90 y 28.33 ug/ml?, mientras que se identifico
menor contenido de AIA de las cepas BO 3-4 y R4 con valores de 7.61 y 8.95 ug/ml* figura
12.

A las 72 h se determind la capacidad de las cepas en inferir con los procesos de
incorporacion de auxina evidenciando a las bacterias BMR 2-12, BMR 2-4, PM 3-8 y PM 3-
14 mayor produccion de acido indol acético con cifras de 17.94, 15.05, 14.89 y 14.01 ug/mlI
- mientras que cepas R4, BO 3-4 y BA 4-19 presentan poca influencia expresando valores
de 4.26, 3.39 y 2.54 ug/ml™* figura 12.

Figura 12

Produccion de acido indol acético de las cepas PGPRs durante las 24, 48 y 72 h. Las
diferentes letras indican diferencias significativas entre promedios a p<0.05, analizados por

el test de Tukey
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Elaboracion. Autora
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Durante el periodo de evaluacion se identificé que las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal poseen la capacidad de intervenir en las rutas metabolicas en presencia
de triptéfano, en donde la cepa PB 3-6 promovié mayor produccion de AIA con 18.55, 28.90
y 7.69 ug/mlt, mientras que la cepa BO 3-4 present6 producciones de AIA mas bajas con
valores de 3.74, 7.61 y 3.39 ug/ml* figura 13, Las muestras indican promedio y tres

tonalidades, amarilla (Poca produccién), naranja (Media produccion) y roja (Alta produccion)

Figura 13

Ensayo de produccién &cido indolacético de las cepas durante las 24, 48y 72 h
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Elaboracion: Autora
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4.1.8.3 Altura de la planta y longitud radicular

Se determind mediante el muestreo de 12 plantas por tratamiento, se identificd con
mayor promedio sobre la altura de la planta al tratamiento 5 (Sin Fe +Bacteria) con 43.42 cm,
mientras que las medias mas bajas se obtuvieron de los tratamientos 2 (500 ppm + Bacteria)
y 3 (750 ppm + Bacteria) con cifras de 28.58 y 29.75 cm; efecto que puede estar asociado a

elevadas cargas de Hierro/100 g de suelo seco figura 14.

Mediante un muestreo destructivo de 12 plantas por tratamiento se evalu6 la
elongacion radicular, en donde los tratamientos 1 (250ppm +Bacteria), 4 (Sin Fe +Sin
Bacteria) y 5 (Sin Fe +Bacteria) expresaron valores de 29, 30 y 30.25 cm; mientras que el
empleo en concentraciones de 500 ppm de Hierro + Bacteria (Tratamiento 12) demostro cifras

inferiores de 22.75 c¢cm, figura 14.

Figura 14

Altura de la planta y longitud radicular; tratamiento 1 (250 ppm + Bacteria), tratamiento 2
(500 ppm +Bacteria), tratamiento 3 (750 ppm +Bacteria), tratamiento 4 (Sin Fe + Sin
Bacteria) y tratamiento 5 (Sin Fe + Bacteria). Las diferentes letras indican diferencias

significativas entre promedios a p<0.05, analizados por el test de Tukey
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Se conto el numero de hojas presente de 12 plantas por cada tratamiento, en donde se
identificé una leve diferencia en la presencia de hojas, no obstante, el tratamiento 5 (Sin Fe +
Bacteria) se puntto con valores de 4 n°, mientras que los tratamientos 1 (250 ppm +Bacteria)
y 2 (500 ppm + Bacteria) presentaron igualdad en el nimero de hojas 3.25 n° figura 15.

Figura 15

Ndmero de hojas, tratamiento 1 (250 ppm + Bacteria), tratamiento 2 (500 ppm +Bacteria),
tratamiento 3 (750 ppm +Bacteria), tratamiento 4 (Sin Fe + Sin Bacteria) y tratamiento 5
(Sin Fe + Bacteria). Las diferentes letras indican diferencias significativas entre promedios
a p<0.05, analizados por el test de Tukey
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4.1.8.4 Peso fresco y seco del sistema radicular

El empleo de bacterias PGPRs induce al aumento del peso radicular de tal manera se
determind del tratamiento 5 (Sin Fe + Bacteria) con valores de 17.5 g indicando superioridad
ante los demaés tratamientos, en lo que el tratamiento 1 (250 ppm +Bacteria) demostro las

cifras mas bajas con 5 g figura 16.

Se determind mayor peso seco del sistema radicular del tratamiento 5 (Sin Fe +Sin
Bacteria) presentando valores de 0.73 g, mientras que el tratamiento 3 (750 ppm +bacteria)
obtuvo cifras de 0.16, en donde la presencia del Hierro genera menos contenido organico y

agua en las plantulas de arroz figura 16.
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Figura 16

Peso fresco y seco del sistema radicular, tratamiento 1 (250 ppm + Bacteria), tratamiento 2
(500 ppm +Bacteria), tratamiento 3 (750 ppm +Bacteria), tratamiento 4 (Sin Fe + Sin
Bacteria) y tratamiento 5 (Sin Fe + Bacteria). Las diferentes letras indican diferencias

significativas entre promedios a p<0.05, analizados por el test de Tukey
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4.1.8.5 Peso fresco y seco del tallo

Mediante el muestreo destructivo de 12 plantas por cada tratamiento se determind el
peso del tallo, en donde el tratamiento 5 (Sin Fe + Bacteria) pes6 13.75 g indicando un mayor
promedio ante los demas tratamientos, en cambio los tratamientos 3 (500 ppm +Bacteria) y 4

(750 ppm + Bacteria) revelaron cifras minimas de 3.75 g figura 17.

Las plantulas de tratamiento 5 (Sin Fe +Sin Bacteria) demostré mayor peso seco del
tallo, revelando valores de 0.32 g, mientras que los tratamientos 2 (500 ppm + bacteria) y 3
(750 ppm + bacteria) pesaron 0.09 y 0.1 g. En donde la presencia del Hierro genera menos

contenido organico y agua en las plantulas de arroz figura 17.
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Figura 17

Peso fresco y seco del tallo, tratamiento 1 (250 ppm + Bacteria), tratamiento 2 (500 ppm

+Bacteria), tratamiento 3 (750 ppm +Bacteria), tratamiento 4 (Sin Fe + Sin Bacteria) y

tratamiento 5 (Sin Fe + Bacteria). Las diferentes letras indican diferencias significativas

entre promedios a p<0.05, analizados por el test de Tukey
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4.2 Discusién

La formacién de biopeliculas genera anillos en la superficie del medio acuoso, en
donde las cepas promovieron en grandes o pequefias cantidades de exopolisacaridos, lo cual
es muy caracteristico de bacterias Gramnegativas; compuesto que maximiza la colonizacion

en las raices de acuerdo a Berg (44).

La produccién de EPS a gran cantidad induce a la formacién de dobles anillos, tal
como se obtuvo de las cepas BO 3-4 y PM 3-8, determinando que dichas bacterias presentan
mayor sustancia como proteinas, metabolitos secundarios, acidos organicos y péptidos;
compuestos influyentes a la expresion génica estudio obtenido por Branda et al. (45), ademas
estas células se encuentran embebidas en una matriz proteica, impulsando a la produccion de
proteinas TasA y BslA ( Proteinas necesarias a la polimerizacién de fibras de almidén)
obtenido por Vlamakis (46).

La mayoria de las cepas empleadas promovieron a la formacién de EPS, se constatd
una baja produccién, sin embargo, genera quoum sensing (gs) segun Bonilla (48). Bacillus
son muy versatiles a la produccién de sustancias lipopeptidicas manifiestan Zhang et al. (49),
colonizacién de raices para Bais et al. (50), por otra parte, la mutacion de estos genes

repercute la capacidad de colonizar afirma Brear et al. (51).

Las propiedades hal6filas de las cepas a la solubilizacion de Potasio, demostraron
poseer alto grado en disolver el K, en donde PM 3-8 8 presentdé un mayor solubilizacién,
realizando una circunferencia alrededor de la colonia celular para Wang et al. (40),
exhibiendo porcentaje de 23.44, 26.68 y 89.99 % a las 24, 48 y 72 h. Esto demuestra que las
cepas implican varios mecanismos que involucran &cidos organicos, succinico, citrico,

gluconico, a-cetogluconico y oxalico datos obtenidos de Archana et al. (39).

El conjunto de cepas gramnegativos empleadas en la evaluacion inducen el

crecimiento celular sobre composiciones inorganicas, permitiendo reducir y disponer cargar
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minerales a la planta. Investigaciones realizadas por Basak et al. & Singh et al. (41, 42),
reportan que Bacillus mucilaginosus, Acidithiobacillus ferrooxidans, Pseudomonas spp.,
Burkholderia spp Enterobacter hormaechei y Arthrobacter sp. Por otra parte, Lopez et a 1(43)
en la evaluacion levaduras a la solubilizacion de potasio, en donde determinaron por la
presencia de acidos organicos revelan indices de solubilizacion de 10.3 y 9.0 de cepas GRB-
LBO5 y GRB-LB13.

La mayoria de las cepas promovieron la extension del halo sobre el medio de cultivo,
en donde solubilizaban gradualmente el fosforo presente, por ello la cepa BMR 2-12 genero
mayor solubilizacion durante el periodo evaluado, poseyendo grandes caracteristicas de
bacterias Ogramnegativas en solubilizar el fosfato por medio de oxidacion directa de glucosa

a acido glucénico manifiesta Goldstein (35).

La habilidad de las bacterias PGPRs promueven gradualmente la reduccion de
fésforo, por efecto de la pirroloquinolina quinona (PQQ) que actiia como cofactor redox al
proceso de la solubilizacion del fosfato confirma Rodriguez (36). La cepa BMR 2-2 desarrolld
su formacién colonial, sin embargo, se efectué como bacteria sin propiedades halo6filas. Segun
Seshachala et al. (37) menciona que los &cidos organicos e iones carboxilicos reducen el pH
con objeto de liberar el fosforo, en donde estas reacciones generadas por la bacteria influyen

sobre la acidificacion de las células microbiana manifiesta Goldstein (38).

Se ha denominado a la mayoria de las cepas PGPRs como productoras de ureasa, de
hecho, en este caso no siempre se expresa dicha enzima que cataliza la urea (Nitr6geno),
mediante el ensayo en la produccidn de ureasa, Acinetobacter sp BMR 2-2 reveld porcentajes
de 43.27, 33.4 y 37.55 % a las 24, 48 y 72 h. De tal manera mencionan Achal et al. (31) en
donde sostienen que varios generos de bacterias aerébicas poseen la capacidad de producir
dicha enzima tales como: Proteus, Serratia, Pseudomonas y Enterobacter. Cabe mencionar
que la investigacion realizada por Mekonnen. (33) determind la caracterizacién de bacterias
del suelo productoras de ureasa, indicando que bacterias del género Bacillus, Citrobacter y

Enterobacter poseen la capacidad ureoliticas.
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Cepas PGPRs cultivadas a diferentes concentraciones de hierro indujeron al
crecimiento bacteriano y se autorregularon ante un ambiente férrico, captandolo por medio
de compuestos de bajo peso molecular (Sideréforos) y unirse al hierro insoluble, con objeto
de facilitar el transporte al interior de la célula segin Bonilla et al. (48), necesario para sintesis
de nitrogenasas, citocromos, ferredoxinas e hidrogenasas afirma Aguado et al. (52).
Comunmente la captacion de hierro involucra la actividad ferroreductasa que reduce Fe®* a
Fe?* segln Neilands (53).

Dependiente al metabolismo celular se obtendra mayor efecto quelante y a su vez al
aumento de comunidades bacterianas, por ello las cepas BO 3-4, BMR 2-4 y CHAO
demostraron poseer alto potencial en tolerar diferentes concentraciones de Hierro,
identificando a las 72 h cargas UFC/uL de 1,15E+10, 9,23E+09 y 1,38E+10 (500 ppm);
1,09E+10, 1,50E+10 y 1,26E+10 (1000 ppm); 1,70E+09, 1,42E+10 y 1,77E+08 (1500 ppm).
De tal manera capta el hierro Clostridium perfrigens crea y crece alrededor un microambiente
de pH maés &cido (54). Asi mismo Pseudomonas mendocina, capaz de proliferar en medio con

hematita (a-Fe203) como Unica fuente de hierro menciona Crowley et al. (55).

El nivel de absorcién y crecimiento de cepas BMR 2-12, R4, BMR 2-2, PM 3-14, BA
4-19 revelaron mayor unién al hierro desde concentraciones de 1000 y 1500 ppm,
demostrando secretar complejos sideréforos desde las 24 h, en objeto de secuestrar y
requerirlo para su respiracion celular, esta afinidad de disociacion oscila entre 1022 y 10%
segun afrima Dehner et al. (54), condiciones que incrementan en limitativas de hierro
(Ratledge y Dover, 2000; Clark, 2004) en lo que mejora a la nutricién vegetal afirma también
Althaus et al. (56).

Las PGPRs estudiadas generan un ligamiento de &cidos que ejercen un sinfin de
complejos intracelulares o extracelulares, de hecho, cepas: PB 3-6, R4, CHAO y BMR 2-4
producen sider6foros tipo hidroximato, que se encuentran la ferricatina y pseudobactina
afrima Aguado et al. (52). Por otra parte, al crecimiento bacteriano debe adaptarse al ambiente
y nutriente, en lo que conlleva acomodar su metabolismo, para asi crecer exponencialmente

mientras consume los nutrientes del medio.
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Afrima Aguado et al. (52) El aporte de altas concentraciones de hierro a 3000 ppm
provoco reacciones metabdlicas a los microorganismos, los cuales a las 24 h permanecian en
fase de adaptacion del medio férrico, en donde redujeron el mineral entre las 48 y 72 h, para
luego explotar sus diversos puntos de crecimiento logaritmicos a las 96 h. De este modo, se
obtuvo de las cepas BMR 2-12, PM 3-8, BA 4-19, BMR 2-2 y BMR 2-4 niveles de
absorbancia de 0.19, 0.17, 0.17, 0.15 y 0.16 (96 h); que se puede indicar al aumento de
poblaciones microbiana, secrecion de proteinas, metabolitos y complejos siderdforos.

Segun Aguado et al. (52) los microorganismos secretan diferentes sideroforos, el cual
esta ligado al &cido hidroxamico, catecol, correspondiente al grupo funcional de clasifican en
fenolatos, hidroximatos e hidroxicarboxilatos, los cuales forman complejos octaédricos
hexadentados con el metal. Ademas, sustenta que depende del hierro a la reaccion metabolica,
en donde altas concentraciones en el medio las proteinas bacterianas reprimen la expresion
de complejos sider6foros, mientras que bajas concentraciones se activa la transcripcion de los
genes involucrados en la sintesis de siderdforos. De hecho, este proceso transcripcional
depende de altos niveles de adenina y timina, que usualmente es regulado por el represor Fur
(ferric uptake regulator) y una metalproteina de zinc para Moeck et al. (57), por ello
secuestran y solubilizan el hierro del ambiente extracelular, siendo reconocidos por receptores

especificos afirma Dehner et al. (54).

El acoplamiento de las cepas sometidas a 2000, 2500 y 3000 ppm de Hierro permite
un periodo corto de reconcomiendo de solutos férricos, sin estar comprometidas a la muerte
celular ante altas exposiciones minerales, dado que la membrana externa es una barrera
permeable protectora de toxinas confirma Aguado et al. (52), en donde la presencia de porinas
como filtros permite la disociacion, permitiendo una maxima eficiencia de internalizacion a

concentraciones muy bajas también es Pordevi¢ et al.(58).

Se obtuvo respuestas positivas a la produccién de AIA, en donde se comprueba que
las cepas empleadas poseen la capacidad de sintetizar acido indol acético, representando la
cepa PB 3-6 con mayor produccion de 18.55, 28.90 y 7.69 ug/ml™. Por ello, la prueba de
deteccion de compuestos inddlicos al metabolismo microbiano requiere triptéfano como

precursor a la produccion de acido indol-3-acético (PGPR). A. chroococcum produce 7.55
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ug/ml? (59), Azospirillum brasilense y Herbaspirillum seropedicae de raices de Cenchrus
clandestinus con 67 y 37 ug/ml (60), Azospirillum spp. aisladas de Zea mays con 4 y 35

ug/ml, ademéas Pseudomonas y Bacillus (Sin valores revelados) segiin Atiyeh et al. (61).

Las producciones de las cepas produjeron grandes resultados positivo como
biosintetizadoras de AIA, en donde bacterias como Bacillus sp., B. subtilis, P. putida, P.
fluorescens y Enterobacter sp., revelan grandes caracteristicas de sintetizar dicho moléculas
afirman De la Cruz et al. & Moreno et al. (62; 63). De tal modo se menciona Camelo et al.
(64) a las cepas Azotobacter sp., Bacillus sp., Pseudomonas fluorescens, Rhizobium sp,

Sinorhizobium meliloti.y Klebsiella sp.

El efecto promotor de las cepas bacterianas permiti6 mayor promedio sobre los
parametros evaluados, en donde el tratamiento 5 (Sin hierro + Bacteria) gener6 valores de
43.42 cm (Altura de planta), 4 n° (Ndmero de hojas), 30.25 cm (Longitud radicular), 17.5 ¢
(peso radicular) y 13.75 cm (Longitud radicular).

El efecto producido por las rizobacterias es atraido por sustancias excretadas por la
raiz y forman una relacion de beneficio mutuo segun afirma Weert et al. (65), de hecho, la
cepa P. fluorescens WCS365, presenta alta capacidad de colonizar raices en el cultivo de
tomate para Ahmad et al. (66), al igual de Azospirillum, Rhodospirillum y Vibrio, presentan
mecanismo dual de motilidad al movimiento independiente del tamafio celular segun afirma
Weert et al. (65), en donde las carreras prolongadas es obtenido gracias a los
quimioatrayentes, en conclusion las bacterias alteran el desarrollo vegetal segun Antoun et
al. (67).

Los tratamientos con diferentes concentraciones de hierro influyen mayor aumento
para diverso areas vegetales, en donde se comprob6 que el predominio del tratamiento 1 (250
ppm + bacteria) permitio obtener mayor altura de la planta con 33.17 cm y longitud radicular
(29 cm), efecto que puede estar asociado a la reduccion del hierro por las cepas empleadas,

por su amplia colonizacion manifiesta Cassan et al. (68). Mayormente las interacciones
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positivas han incrementado la germinacion, elongacion raidicular, sadul vegetal, crecimiento

del tallo, absorcion de nutrientes, etc recomienda Schmidt et al. (69).

Mientras que los tratamientos 2 (500 ppm + bacteria) y 3 (750 ppm + bacteria)
influyeron al peso radicular con valores similares de 7.5. Este efecto obtenido puede estar
asociado a dos estrategias solubilizadoras de hierro: 1) Altas concentraciones de hierro se
adhieren con fuerza a las raices y sin efecto de quelante, las rizobacterias producen
compuestos siderdéforos, en donde las plantas utilizan el hierro soluble para Takagi et al. (70).
I) Plantas fitosider6foros, por lo que plantas de arroz liberan estos complejos a la
solubilizacion de Fe, pero en bajas cantidades afirma Nomoto et al. (71), identificando

estructuras quimicas como: acido mugénico, acido avénico, acido 3-hidroximugeénico.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1

Conclusiones

La cepa PB 3-6 promueve mayor produccion de &cido indol acético (28.90 ug/ml™),
mientras que ureasa, la cepa BMR 2-2 induce mayor porcentaje (43.24 %) y a la vez la
bacteria BMR 2-12 solubiliza fésforo (25.93 %); el potencial haléfilo de la cepa PM 3-8
induce capacidades de solubilizar potasio (89.99 %) y ademés genera exopolisacaridos.

La tolerancia de las cepas PGPRs en concentraciones de 500, 1000 y 1500 ppm de hierro,
indico que la mayoria de cepas aumentan su contenido celular en medio férrico, en donde
se obtuvo mayor cinética de las cepas BMR 2-12, PM 3-8, BA 4-19, BMR 2-2 y BMR 2-
4. Mientras que al aumento de concentraciones (2000, 2500 y 3000 ppm) con objeto de
evaluar el punto limite de tolerancia de las cepas mencionada, se determiné mediante los

niveles de absorbancia que captan el hierro en un periodo de 72 a 96 h.

El empleo de bacterias PGPRs incita al desarrollo morfoldgico vy fisioldgico de la planta,
en donde el tratamiento 5 (Sin hierro + Bacteria) promovio la altura de la planta (43.42 cm),
longitud radicular (30.25 cm, peso radicular (17.5 g) y peso del tallo (13.75 g); mientras
que, a la presencia de hierro (250, 500 y 750 ppm), las bacterias indujeron valores casi

similares en diferentes parametros.
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5.2

Recomendaciones

De los resultados en la investigacion permiten recomendar que la evaluacion de la
eficiencia de las PGPRs como productoras de AIA deberian investigarse a nivel de
campo para constatar su eficiencia debido a las variaciones climaticas y tipos de

suelos.

Continuar la investigacion para determinar la curva de crecimiento y niveles de
absorcién al aumento de mayores concentraciones de hierro, ya que la concentracion
aplicada en esta investigacion presento datos que aumentan constantemente sin saber

el limite de asimilacién de las bacterias.

Determinar los efectos que causan los sider6foros y compuestos quimioatrayentes
producidos por las PGPRs ante la presencia de altas concentraciones de hierro in vitro,
por lo que las raices de las plantulas de arroz reprimen un desarrollo a la presencia de
hierro, mientras que la produccion de compuestos complejos promovidos por

rizobacterias suprimen la toxicidad del metal.
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CAPITULO VII

ANEXOS



7.1 Anexos

Anexo A. Prueba de compatibilidad entre bacterias.

B 1o

A

3% S 2
: - el .
Crecimiento  del  1noculo Agitacion de las bacterias por 24 Estriado de bacterias en cada

bacteriano en medio King-B. horas 2 1800 rmp. placa con su respectiva rotulacion.

Resultado de 1a prueba de compatibilidad.
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Anexo B. Prueba bioquimica de la produccion de potasio por parte de las bacterias

iy

Crecimiento de bacterias en Plaqueo con el cultivo de medio Siembra de bacterias en el medio
medio King B por 24 horas. Pikoskaya Modificado. especifico para su produccion de
fosforo.

Toma de solubilizacion por 24, 48, 72 Finalizactén de la siembra de
horas de crecimiento de halo. bacterias en las placas Petri.
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Anexo C. Produccion de acido indolacético.

noculo

Crecimiento del

Cosecha de

. . - Centrifugacion de 1 ml del Pre- 250 ul del
bacterian dio King-B ; . b
ssgl:men(t)adoen :::; otriptéffno moculo durante 5 min x 10 000 sobrenadante obtenido del Pre-
(0.025¢/500ml). fpm. inoculo:

Reaccion de la
muestra después de
30 min.

Empleo de 1 ml del reactivo
Salkowski en 250 wul de
sobrenadante.

v R
A ‘
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Anexo D. Siembray conteo de UFC.

Preparacion de medio ¥y
crecimiento las bacterias en tubos
de ensayo.

Placa con visualizacion
de colonias en cada
disolucion.

p- 2

Se realizo una disolucién seriada
hasta la -6 a cada una de las
soluciones para de esta manera ir
disminuyendo su carga bacteriana.

Se realizo el conteo de
cada una de las colonias y

Petr1.

se fue tomando datos de |
cada seccion de la caja

Se procedi6 a vertir una mediante
la técnica de la micro gota en cada
una de las seccion de la caja se
rotulo e incubo.
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Anexo E. Solubilizacion de potasio; 24 h.
Analisi=s de la varianza

YVariable H E= ER= Aj CWV
% De Solubilidad 30 0,56 0,36 15,81

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo 365,50 9 40,681 2,78 0,0273
Bacterias 365,50 9 40,61 2,78 00,0273
Error 252,18 20 14,61

Total 657,69 29

Anexo F. Solubilizacion de potasio; 48 h.

Analisis de la varianza

Variable i) E®= ER*= &3 CW
% De S5olubilidad 30 0,52 0,31 12,71

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. sC gl ©CHM F p-valor

Modelo 283,29 9 31,48 2,45 00,0457
Bacterias 283,2% &9 31,48 2,45 00,0457
Error 257,01 20 12,85

Total 040,30 29

Anexo G. Solubilizacion de potasio; 72 h.

Analisis de la varianza

Variable H E= ER® Aj CW
% De Solubilidad 30 0,81 0,73 18,40

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CHM F p—valor

Modelo £902,06 © 766,90 9,66 <0,0001
Bacterias 6902,06 © 766,90 9,66 <0,0001
Error 1588,34 20 79,42

Total 8450,41 29
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Anexo H. Solubilizacion de fosforo; 24 h.
Analisis de la varianza

Variable N BT R: Aj CV
% De Sclubilidad 30 0,77 0,66 32,01

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. S gl cM F p-valor

Modelo 1173,27 © 130,36 7,33 0,0001
Bacterias 1173,27 © 130,36 7,33 0,0001
Error 355,50 20 17,78

Total 1528,77 29

Anexo |. Solubilizacién de fosforo; 48 h.

Analisi=s de la varianza

Variable N Rf Rt Aj CV
% De Solubilidad 30 0,78 0,68 27,18

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. =] gl CH F p-valor
Modelo 10895,34 9 121,70 7,84 0Q,0001
Bacterias 105%5,34 & 121,70 7,84 00,0001
Error 310,40 20 15,52
Total 1405,74 29

Anexo J. Solubilizacion de fosforo; 72 h.

Analisis de la varianza

Variable N R Rf BAj CV
% De Solubilidad 30 0,78 0,67 26,95

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. = gl CH F p-valor

Modelo 1210,79 9 134,53 7,659 0,0001
Bacterias 1210,79% & 134,53 7,65 0,0001
Error 345,589 20 17,50

Total 1560,77 29




Anexo K. Produccion de ureasa; 24 h.

Analisis de la varianza

Variable N R® R® A CV
% De Sclubilidad 30 0,98 0,97 48,59

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 190,11 9 211,7% 125,00 <0,0001
Bacterias 1%06,11 &% 211,7% 125,00 «0,0001
Error 33,89 20 1,685

Total 1935,55 29

Anexo L. Produccion de ureasa; 48 h.
Analisis de la varianza

Variable N R R:T Aj CV
% De Solubilidad 30 0,99 0,99 37,52

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 3235,45 9 359,495 213,08 <0,0001
Bacterias 3235,45 9 359,49 213,08 <0,0001
Error 33,74 20 1,659
Total 32e59,19 29
Anexo M. Produccion de ureasa; 72 h.
Analisis de la varianza
Variakle H E* R= Aj CW

% De Solukilidad 30 1,00 1,00 15,29

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p—-valor
Modelo 5130,24 &5 570,03 1282,60 <0,0001
Bacterias 5130,24 & 570,03 1282,60 <0,0001
Error 8,85 20 0,44
Total 5135,13 25
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Anexo N. Cinética de crecimiento (UFC); PM 3-8, 24 h
24 Horas

Variable N R® Rf Aj CV
24 Horas 9 1,00 0,99 11,67

Cnadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. = gl CH F p-valor
Modelo 1,8155449826286T7E20 2 9,07772491314333E19 £58,44 <£0,0001
Hierro 1,8155449826286T7E20 2 9,07772491314333E19 £58,44 <£0,0001
Error 8272081829%33318000,00 & 13786B8030488886000,00
Total 1,823817064458E20 8

Anexo O. Cinética de crecimiento (UFC); PM 3-8, 48 h

48 Horas

Variable N R® Rf Aj CV
48 Horas © 1,00 1,00 0,12

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p—-valor
Modelo 4,4863114&8! 2 2,24315573444445E20 6269689,95 <0,0001
Hierro 4,48631146888885%E20 2 2,24315573444445E20 &269%68%5,55 <0,0001
Error 214666666513632,00 & ISTTTTTTIEZ2272,00
Total 4,48631361555556E20 B
Anexo P. Cinética de crecimiento (UFC); PM 3-8, 72 h
72 Horas
Variakble N Es R® B3 CW
72 Horas 9 0,44 0,25 11,42
Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. S gl cHM F p—valor
Modelo 13555555555555,60 2 €777777777TITL.TE 2,35 00,1767
Hierro 13555555555555,60 2 77777777777 7,78 2,35 00,1767
Erroxr 17333333333333,30 & 2385888538883888,89
Total 30888888888888,90 &

I
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Anexo Q. Cinética de crecimiento (UFC); BMR 2-12, 24 h

24 Horas

Variable N R® R® Aj CV
24 Horas 9 0,15 0,00 10,55

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. 5C gl CM F p—-valor

Modelo 1,30c666666b6666TEL1S 2 ©53333333333334000,00 0,54 00,8107
Hierro 1,30&66cce6b6666TELS 2 ©53333333333334000,00 0,54 00,8107
Error 7,31333333333333E18% ¢
Total 8,62E18 B

1,21588888888885E18

Anexo R. Cinética de crecimiento (UFC); BMR 2-12, 48 h

48 Horas

Variable N R®* R® Aj CV
48 Horas © 0,89 0,86 2,93

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 5,2866666666666TELE 2 2,64333333333333E18 25,04 0,0012
Hierro 5,2866666666666TELE 2 2,64333333333333E18 25,04 0,0012
Error 633333333333333000,00 & 1l0O5555555555556000,00
Total 5,92E18 B8

Anexo S. Cinética de crecimiento (UFC); BMR 2-12, 72 h
[
T2 Horas

Variable N R R® L3 CV
72 Horas © 0,50 0,33 3,77

Cnadro de Anali=zi= de la Varianza (5C tipo I)
F.V. sSC gl CH F p—wvalor

Modelo 2000000000000, 00 1000000000000, 00 3,00 00,1250
Hierro 2000000000000, 00 1000000000000, 00 3,00 00,1250
Error 2000000000000, 00 333333333333, 33

Total 4000000000000, 00

{5 AT VT O S
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Anexo T. Cinetica de crecimiento (UFC); R4, 24 h

24 Horas
Variable H E®= R® B3 WV
24 Horas S 0,%8 0,%8 11,51

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. s5C gl CH F p-valor
Modelo 37163800555555600,00 2 18581500277777800,00 171,51 <0,0001
Hierro 37163800555555e00,00 2 18581500277777800,00 171,51 <0,0001
Error 650054466666665, 00 & 108342411111111,00
Total T7813855022222200,00 8

Anexo U. Cinética de crecimiento (UFC); R4, 48 h

48 Horas

Variable N E* ER* By LCW
48 Horas 9 0,99 0,99 g,48
Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. 5C gl CM F p—-valor
Modelo 121233388 S000,00 2 eDelee54444444400,00 545,55 <0,0001
Hierro 121233388B888885%000,00 2 e06l6654444444400,00 545,55 <0,0001
Error CEEEccbcEcbEEEEE3, 00 & 1111113113111111311311,00
Total 121S00055555556000,00 8

Anexo V. Cinética de crecimiento (UFC); R4, 72 h

72 Horas

Variable H

72 Horas S

RE

0,88

R Bj CV
0,84 11,85

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl M F p—valor
Modelo 21355555555555&6,00 2 1o0e777777777778,00 22,35 0O,0017
Hierro 213555555555556,00 2 1O0e777777777778,00 22,35 0,0017
Error 28b6E6bEEELEEEE, 60 & TTITTTII7I77,. 77
Total 242222222222222,00 8
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Anexo W. Cinética de crecimiento (UFC); PM 3-6, 24 h

24 Horas

Variable W E: R= Aj CW

24 Horas 9 0,5%% 0,95 13,97

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 313177228422222000,00 2 156588614211111000,00 454,61 <0,0001
Hierro 313177228422222000,00 2 156588614211111000,00 454,61 <0,0001
Error 2066638866666T730,00 & 3444458144444455, 00
Total 31524391728888%9000,00 &

Anexo X. Cinética de crecimiento (UFC); PM 3-6, 48 h

48 Horas
Variable N E* R® Aj CW

48 Horas 9 0,59 0,99 11,18

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo 36676T722222222200,00 2 18338361111111100,00 386,52 «<0,0001

Hierro 36676722222222200,00 2 18338361111111100,00 386,52 <0,0001
Error 284666666666666,00 & 47444444444444 40
Total 36961388888888500,00 8
Anexo Y. Cinetica de crecimiento (UFC); PM 3-6, 72 h

72 Horas

Variable W R RT Aj LCW

72 Horas 9 0,75 0,66 B,78

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. 5C gl CM F p—-valor
Modelo 4005555555555560,00 2 2002777777777780,00 8,54 0,0159
Hierro 4005555555555560,00 2 2002777777777780,00 8,94 0,0159
Error 1344666666666670,00 € 224111111111111,00
Total 5350222222222220,00 8
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Anexo Z. Cinética de crecimiento (UFC); BMR 2-12, 24 h

24 Horas

Variable N E= E= Aj

-

24 Horas 9 0,76 0,68 11,61
Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. =] gl CH F p—-valor
Modelo €1920222222222220,00 2 309%5111111111110,00 2,57 00,0136
Hierro €190222222222220,00 2 305%5111111111114G,00 9,57 0,0136
Error 1940666666666670,00 & 323444444444445,00
Total S813035838588888%90,00 8

Anexo AA. Cinética de crecimiento (UFC); BMR 2-12, 48 h

48 Horas

Variable N E* R® Aj CW

483 Horas 9 0,91 0,88 7,80

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC 1 CH F p-valor
Modelo 7777555555555560,00 2 3888777777777780,00 30,46 0,0007
Hierro T7777555555555560,00 2 38887T77777777780,00 30,46 00,0007
Error Tee000000000000,00 & 127666666666667T,00
Total 8543555555555560,00 8

Anexo BB. Cinética de crecimiento (UFC); BMR 2-12, 72 h
72 Horas
Variable W R R=® Aj CW
72 Horas 9 0,% 0,54 15,81
Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl CM F p—-valor
Modelo 1,15013555555556E1% 2 5,895067777777778ELE 66,84 00,0001
Hierro 1,15013555555556E1% 2 5,895067777777778ELE 66,84 00,0001
Error 5341995959558558000,00 & 85033333333333000,00
Total 1,24355555555556E19 B
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Anexo CC. Cinetica de crecimiento (UFC); PM 3-14, 24 h

24 Horas

Variable N R=
24 Horas 9 0,69

R Bj CV
0,59 10,32

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 2,00266666666667E19 2 1,00133333333333E1%9 6,79 00,0288
Hierro 2,00266666666667E19 2 1,00133333333333E1S5 6,79 0,0288
Error &,85333333333333E18 & 1,47555555555556E1LS
Total 2,888E15 B

Anexo DD. Cinética de crecimiento (UFC); PM 3-14, 48 h
48 Horas

Variable N R ER= Aj LCW

48 Horas 9 0,48 0,31 13,50

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CHM F p-valor
Modelo 15882222222222,20 2 7941111111111,11 2,830 00,1386
Hierro 15882222222222,20 2 7941111111111,11 2,80 0,1386
Error 17033333333333,30 & 2838888888888, 89%9
Total 3291L555E555L5555,60 8

Anexo EE. Cinética de crecimiento (UFC); PM 3-14, 72 h
72 Horas
Variakble N E* R® RARj LW
72 Horas 9 0,98 0,97 10,88
Cnadro de Analisis de la Variansza (5C tipo I)
F.V. S gl CH F p-valor

Modelo 1,853335555555536E20 2 9,2667TTTTTTTTTTEELS 118,597 <0,0001
Hierro 1,853355555553556E20 2 9,2667TTTTTTTTTTEELS 118,597 <0,0001
Exrror 4,67333333333336E18 ¢ T773858588858885854000,00

Total 1,9000585888888%E20 §
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Anexo FF. Cinética de crecimiento (UFC); BO 3-4, 24 h

24 Horas

Variable N R® Rf Aj CV
24 Horas O 0,99 0,98 15,83

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. = gl CH p-valor
Modelo €1572586666666700,00 2 307856443333333300,00 230,42 <0,0001
Hierro 61572886666666T00,00 2 307856443333333300,00 230,42 <0,0001
Error 801653333333342,00 & 1336088888888590, 00
Total 62374540000000000,00 8

Anexo GG. Cinética de crecimiento (UFC); BO 3-4, 48 h

48 Horas
Variable N Rt R® Aj CWV
4% Horas 5 0,57 0,56 13,52
Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl CcM F p—valor
Modelo 4 ,515E18 2 2,2575E18 88,18 <0,0001
Hierro 4 ,515E18 2 2,2575E18 88,18 <0,0001
Error 153600000000000000,00 & 25600000000000000,00
Total 4 6686E1E B

Anexo HH. Cinética de crecimiento (UFC); BO 3-4, 72 h
72 Horas
Variable N R: R® Aj CW
72 Horas & 0,97 0,56 11,33
Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. = gl CH F p—-valor
Modelo 1,8116666666666TE20 2 9,05833333333333E19 10%5,28 <0,0001
Hierro 1,8ll16666666666TE20 2 9,05833333333333E19 10%5,28 <0,0001
Error 4,97333333333336E18 & S5288585B8B8BBEBEBBE93000,00
Total 1,8614E20 &8
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Anexo Il. Cinética de crecimiento (UFC); BA 4-19, 24 h

24 Horas

Variable N R* R® Aj CV
24 Horas © 0,99 0,99 13,90

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo 1,75637555555555E18 2 B, TEL1ETTTTTTITITELE 272,82 <0,0001
Hierro 1,75637555555555E18 2 B, TEL1ETTTTTTITITELE 272,82 <0,0001
Error 193133333333341000,00 & 321838888888%90200,00
Total 1,77568888888889E19 &8

Anexo JJ. Cinética de crecimiento (UFC); BA 4-19, 48 h

48 Horas

Variable N R* R® Lj CV
48 Horas 9 1,00 0,9% 8,33

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V s5C gl CH F p—-valor
Modelo 2,62568888888889E20 2 1,31454444444445E20 €61,09 <0,0001
Hierro 2,6296558888888%E20 2 1,31454444444445E20 €61,09 <0,0001
Error 1,195333333333322E18 € 1958588888888871000,00
Total 2,64162222222222E20 B8

Anexo KK. Cinética de crecimiento (UFC); BA 4-19, 72 h

72 Horas

Variable N R* R® Aj CV
72 Horas © 0,97 0,97 4,39

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 2,14422222222222E1% 2 1,07211111111111E15 114,87 <0,0001
Hierro 2,14422222222222E1% 2 1,07211111111111E15 114,87 <0,0001
Error 5599999599959959000,00 & 93333333333333200,00
Total 2,20022222222222E19 8




Anexo LL. Cinética de crecimiento (UFC); BMR 2-4, 24 h

24 Horas
Variakble N R Rt Aj CW
24 Horas 95 0,83 0,77 9,83

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.WV. 5C gl CHM F p-valor
Modelo 4,26422222222222E19% 2 2,13211111111111E19 14,2% 0,0052
Hierro 4,26422222222222E19 2 2,13211111111111E159 14,29 0,0052
Error 8,95333333333334E18 & 1,49222222222222E18
Total 5,15955555555556E19 &8

Anexo MM. Cinética de crecimiento (UFC); BMR 2-4, 48 h
48 Horas
Variable W E: R* Rj LCW
48 Horas 9 0,58 0,97 9,23
Cnadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. = gl CH F p-valor
Modelo 1,03262222222222E20 2 5,16311111111111E1% 153,87 «0,0001
Hierro 1,03262222222222E20 2 5,16311111111111E1% 153,87 «0,0001
Error 2,01333333333333E18 & 335L555L5L55555556000,00
Total 1,05275555555556E20 B

Anexo NN. Cinética de crecimiento (UFC); BMR 2-4, 72 h

T2 Horas
Variable H E= ER® Lj CWV
72 Horas 9 0,%& 0,595 4,485

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. sSC gl CH F p-valor
Modelo 5,88422222222222E15% 2 2,94211111111111K1% 73,15 00,0001
Hierro 5,88422222222222E1% 2 2,94211111111111K1% 73,15 00,0001
Error 2,41333333333333E18 & 402222222222221000,00
Total &,125555555555558E19 8
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Anexo OO. Cinética de crecimiento (UFC); CHAO, 24 h
24 Horas

Variable N R® R® Aj CV
24 Horas © 0,97 0,96 12,62

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. S gl CH F p—-valor

Modelo 9,9474666666666TELS 4,9T73T3333333333E18 103,07 <0,0001
Hierro 9,9474666666666TELS 4,9T73T3333333333E18 103,07 <0,0001
Error 289%533333333334000,00 483255555555555600, 00

Total 1,0237E1%

[ R S

=]

Anexo PP. Cinética de crecimiento (UFC); CHAO, 48 h

48 Horas

Variable N R® R® Aj CV
4% Horas © 0,99 0,99 8,32

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. = gl CH F p-valor

Modelo 4,93795813555556E18 2 2,468979067TT7TTTTEELS 317,449 <0,0001
Hierro 4,937T95813555556E18 2 2,4689T79067TTTTTEELE 317,44 <0,0001
Error 4e6666926666665800,00 e TTTTE21111110%60,00

Total 4,98462506222222E18

]

Anexo QQ. Cinética de crecimiento (UFC); CHAO, 72 h
72 Horas

Variable N R® Rf Aj CV
72 Horas 9 0,97 0,96 12,31

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.WV. 5C gl CHM F p-valor
Modelo 2,6424666666666TE20 2 1,32123333333333E20 98,68 <0,0001
Hierro 2,6424666666666TE20 2 1,32123333333333E20 98,68 <«<0,0001
Error 8,03333333333334E18 & 1,33888888888889E18

Total 2,7228E20
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Anexo RR. Niveles de absorbancia; BMR 2-12,2000 ppm

Analisis de la varianza

Variable N E= R® Aj CW
absorvancia 12 0,%1 0,88 23,13

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. sSC gl CH F p-valor
Modelo 0,02 3 0,01 28,26 00,0001
hora 0,02 3 0,01 28,26 00,0001
Error 1,6E-03 & 2,0E-04
Total 0,02 11

Anexo SS. Niveles de absorbancia; BMR 2-12,2500 ppm

Analisis de la varianza

Variable H E* R® &Aj CW
absorvancia 12 0,84 0,78 29,67

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo 0,03 3 0,01 13,81 0,0016
hora 0,03 3 0,01 13,81 0,0016
Error 4,9E-03 & 6,1E-04

Total 0,03 11

Anexo TT. Niveles de absorbancia; BMR 2-12,3000 ppm

Analisis de la varianza

Variable N R R= Aj LCW
absorvancia 12 1,00 0,99 10,31

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 0,07 0,02 641,66 <0,0001
hora 0,07 0,02 641,66 <0,0001
Error 2,5%E-04 8 3,7E-05

Total 0,07 11

3
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Anexo UU. Niveles de absorbancia; PM 3-8,2000 ppm

Analisis de la varianza

Variable H E*= R® hj LCW
absorvancia 12 0,77 0,69 25,50

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo 0,02 3 g,01 9,07 0,0059
hora o,02 3 g,01 9,07 0,0059
Error 0,01 8§ 8,6E-04

Total 0,03 11

Anexo VV. Niveles de absorbancia; PM 3-8,2500 ppm

Analisis de la varianza

Variable H E* R® A3 LCW
absorvancia 12 0,96 0,95 17,21

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo 0,05 3 0,02 68,03 <0,0001
hora 0,05 3 0,02 68,03 <0,0001
Error 2,lE-03 & 2,6E-04

Total 0,05 11

Anexo WW. Niveles de absorbancia; PM 3-8,3000 ppm

Analisis de la wvarianza

Variable ] E= RT Aj LCW
absorvancia 12 0,%% ©0,%8 20,15

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. = gl CM F p-valor
Modelo 0,068 3 0,02 182,58 «£0,0001
hora 0,08 3 0,02 182,58 «£0,0001
Error 8,6E-04 8 1,1E-04

Total 0,06 11




Anexo XX. Niveles de absorbancia; BA 4-19,2000 ppm

Anali=si=s de la wvarianza

Variable N R R=* Aj LCW
absorvancia 12 0,98 0,98 14,79

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. sSC gl CHM F p-valor
Modelo 0,08 3 0,01 174,41 «0,0001
hora 0,08 3 0,01 174,41 «0,0001
Error 5,5E-04 8 &,9%E-0S
Total 0,04 11

Anexo YY. Niveles de absorbancia; BA 4-19,2500 ppm

Analisis de la varianza

Variable H E= ER* &j LCW
absorvancia 12 0,95 0,93 23,597

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 0,04 3 0,01 49,55 «0,0001
hora 0,04 3 0,01 49,55 «0,0001
Error 2,2E-03 & 2,8E-04
Total 0,04 11

Anexo ZZ. Niveles de absorbancia; BA 4-19,3000 ppm

Analisis de la varianza

Variable N E®= R*® Lj LCW
absorvancia 12 1,00 1,00 7,83

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo 0,06 3 0,02 1060,13 <0,0001
hora 0,06 3 0,02 1060,13 <0,0001
Error 1,5E-04 & 1,9E-05

Total 0,06 11
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Anexo AAA. Niveles de absorbancia; BMR 2-2,2000 ppm

Analisis de la varianza

Variable N E* R*® Aj LCW
absorvancia 12 0,9 0,94 17,93

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo 0,04 3 0,01 61,89 <0,0001
hora 0,04 3 0,01 1,89 <0,0001
Error 1,5E-03 & 1,8E-04

Total 0,04 11

Anexo BBB. Niveles de absorbancia; BMR 2-2,2500 ppm

Anali=sis de la wvarianza

Variable N R ER= B3y LCW
abzorvancia 12 0,97 0,%6 18,71

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. sSC gl CH F p-valor
Modelo 0,05 3 0,02 90,52 <0,0001
hora 0,05 3 0,02 90,52 <0,0001
Error 1,5E-03 8 1,9%E-04
Total 0,05 11

Anexo CCC. Niveles de absorbancia; BMR 2-2,3000 ppm

Analisis de la varianza

Variable H E*= R® Bj CW
absorvancia 12 1,00 0,959 12,64

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. =] gl CH F p-valor
Modelo 0,05 3 0,02 47,54 <0,0001
hora 0,05 3 0,02 47,54 <0,0001
Error 2,0E-04 8 2,5E-0OS

Total 0,05 11




Anexo DDD. Niveles de absorbancia; BMR 2-4,2000 ppm

Analisis de la varianza

Variable ) R ER* Aj CW
absorvancia 12 0,98 0,97 13,47

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. 5C gl CM F p—-valor
Modelo 0,03 3 0,01 140,57 <0,0001
hora 0,03 3 0,01 140,57 <0,0001
Error &5,5E-04 8 &,%E-05
Total 0,03 11

Anexo EEE. Niveles de absorbancia; BMR 2-4,2500 ppm

Analisis de la varianza

Variable N R: ER= Rj CW
absorvancia 12 0,58 0,57 14,48

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,08 3 0,02 126,53 <0,0001
hora 0,08 3 0,02 126,53 «<0,0001
Error 1,3E-03 § 1,TE-04
Total 0,06 11

Anexo FFF. Niveles de absorbancia; BMR 2-4,3000 ppm

Analisis de la varianza

Variakble H E= R® hj LCW
absorvancia 12 0,9% 0,98 18,55

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. = gl CH F p—-valor
Modelo 0,05 3 0,02 212,94 <0,0001
hora 0,05 3 0,02 212,94 <0,0001
Error &,8E-04 & &,5E-0S

Total 0,06 11




Anexo GGG. Produccién de AlA; 24 h

Analisis de la varianza

Variable N R® R® Aj CV
VALOR 30 0,97 0,96 17,31

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo 1000,27 111,14 71,73 «<0,0001

[¥s]

CEFPR 1000,27 9 111,14 71,73 <0,0001
Error 30,99 20 1,55
Total 1031,26 29

Anexo HHH. Produccién de AIA; 48 h

Analisis de la varianza

Variable N R* R® Bj CV
VALOR 30 0,95 0,92 11,97

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. s5C gl CH F p-valor
Modelo 1984,83 9 220,54 38,96 «<0,0001
CEFR 1584,83 9 220,54 38,96 <0,0001
Error 113,21 20 5,66
Total 2095,04 29

Anexo I11. Produccion de AIA; 72 h

Analisis de la varianza

Variable N R® R® Aj CV
VALOR 30 0,96 0,94 13,00

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. S gl CH F p-valor
Modelo 8,76 53,01 <0,0001

-1

98,82 9 88
CEPL 758,82 9 88,76 53,01 «0,0001
Error 33,459 20 1,87
Total 832,31 29
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Anexo JJJ. Altura de la planta

Analisi=s de la varianza

Variable N E: R® Aj CW
ALTURA DE L& PLANTA 20 0,71 0,63 12,11
Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. sSC gl CH F p-valor
Modelo 655,73 4 163,93 9,18 00,0006
Tratamiento &55,73 4 163,93 9,18 0,0006
Error 267,83 15 17,86
Total 823,56 19
Anexo KKK. Numero de hojas
Analisi=s de la varianza
Variable H E®= R® hj LCW
WUMERC DE HOJRS 20 0,34 0,17 13,11
Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 1,70 4 0,43 1,96 00,1524
Tratamiento 1,70 4 0,43 1,% 0,1524
Error 3,25 15 0,22
Total 4,55 19
Anexo LLL. Longitud radicular
Analisis de la varianza
Variable H E®= ER® B3y CW
LONGITUD EADICULAR 20 0,41 0,25 15,18
Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CHM F p-valor
Modelo 179,30 4 44,83 2,59 00,0791
Tratamiento 179,30 4 44,83 2,59 0,0791
Error 258,50 15 17,30
Total 438,80 19

-
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Anexo MMM. Peso fresco de la raiz

Analisis de la varianza

Variable N R®* R® Aj CV
PESC FRESCC, RAIZ 20 0,96 0,95 10,94

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. S gl CH F p-valor
Modelo 400,00 4 100,00 83,61 <0,0001
Tratamiento 400,00 4 100,00 83,61 <0,0001
Error 17,594 15 1,20
Total 417,94 19

Anexo NNN. Peso fresco del tallo

Analisis de la varianza

Variable N R® R® Bj CV
PES0 FRESCO, TALLO 20 0,99 0,98 6,40

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo 282,50 4 73,13 257,26 <0,0001
Tratamiento 252,50 4 73,13 287,26 <0,0001
Error 3,69 15 0,25

Total 296,19 19

Anexo OOO. Peso seco de la raiz
Analisis de la wvarianza

Variable M RT RSt Aj CV
PES0 SECO, RAIZ 20 0,96 0,95 11,44

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 0,54 4 0,23 96,98 <0,0001
Tratamiento 0,94 4 0,23 96,98 <0,0001
Error 0,04 15 2,4E-03
Total 0,97 18
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Anexo PPP. Peso seco del tallo

Analisis de la varianza

Variable N R* R:® By CV
PESO SECO, TALLO 20 0,98 0,98 7,45

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. sSC gl CH F p—-valor
Modelo 0,15 4 0,04 191,12 <0,0001
Tratamiento 0,15 4 0,04 191,12 <0,0001
Error 2,8E-03 15 1,5%E-04
Total 0,15 19
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