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PROLOGO

El presente trabajo evalia los “efectos de la inoculacion de rizobacterias sobre el

crecimiento de plantulas de Tectona grandis L. f. (TECA).”

El propdsito del trabajo fue conocer el efecto de la aplicacion de microorganismos PGPRs
hacia las plantulas de T. grandis L. Esto ayuda a mantener un equilibrio biolégico en la

propagacion de plantas de T. grandis en fase de viveros.

Las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas permiten conocer el efecto de las
aplicaciones de Rizobacterias y los demas tratamientos, en este contexto dispondran una

informacion adicional para futuras investigaciones en este campo.

Los microorganismos ayudan a mantener un entorno en la rizosferay filosfera de la planta
por ende se necesita conocer los efectos Los bosques se pueden restaurar y rehabilitar por
medio de medidas de proteccion, en este contexto un plan de enriquecimiento de un

bosque es una alternativa dentro de la proteccion de los bosques siempre verde.

Es necesario entender y comparar todas las variables y analisis de calculo realizado
mismas que se especifican las formas de aplicacion, de tal modo que sea posible

interpretar de la mejor manera la presente informacion.

Ing. Fernando Morején Troya
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RESUMEN

Las Rizobacsterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (por sus siglas en inglés PGPR)
se han descrito por su capacidad de inducir en la planta resistencia y proteccion ante
agentes patdgenos y medio ambientales que atentan contra su normal fisionomia, asi
también al desarrollo mediante el estimulo con fitohormonas La presente investigacion
tuvo como objetivo evaluar los efectos de la inoculacién de microorganismos PGPR en
el crecimiento T. grandis. Para ello se establecié un Disefio bloque completamente al
Azar (DCA), con 4 tratamientos. Los tratamientos estuvieron constituidos por las
siguientes formas de aplicacion: T1= Edéafico, T2= Foliar, T3= Quimico, T4= Control.
Los Tratamiento estuvieron constituido por 4 repeticiones, cada repeticion consto de 5
unidades experimentales. A partir de los 60 dias despues de la germinacion se procedi6 a
evaluar las variables morfologicas (nimero de hojas, diametro del tallo, peso del tallo,
peso radicular, peso foliar, longitud del tallo) y fisiologicas (concentracion de clorofila).
El promedio méas alto de nimero de hojas fue de (7.5 y 7.4) correspondiente a los
tratamientos 1 y 2 siendo superior a los tratamientos 3 y 4, en el diametro del tallo los
tratamientos 1 y 3 tuvieron un promedio mayor a los demas tratamientos con valores de
(0.8 y 0.71 cm? respectivamente), sin embargo los tratamientos T1, T2, T3 tuvieron un
mejor comportamiento en las variables de peso del tallo (2.65, 2.56, 2.51 g), peso
radicular peso foliar (9.8, 8.8, 8.7 g), longitud del tallo (11.8, 11.7, 11 cm) que el
tratamiento 4. En la concentracion de clorofila, el tratamiento T3 fue superior a los

tratamientos T1, T2, T4 con promedios de (6.16 mg/cm?).

Palabras clave:

Biofertilizacion, rizosfera, endéfitos, Biodiversidad
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ABSTRACT

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (by their initials in English PGPR) have been
described for their ability to induce resistance and protection against pathogens and
environmental agents in the plant that attenuate against its normal physiognomy, as well
as development through stimulation with phytohormones. The present investigation
aimed to evaluate the effects of the inoculation of PGPR microorganisms on the growth
of T. grandis. For this, a Completely Random Design (DCA) is specified, with 4
treatments. The treatments established by the following forms of application: T1 =
Edaphic, T2 = Foliar, T3 = Chemical, T4 = Control. The established treatments consisting
of 4 repetitions, each repetition consisted of 5 experimental units. From 60 days after
germination, morphological variables (number of leaves, stem diameter, stem weight,
root weight, leaf weight, stem length) and physiological (chlorophyll concentration) will
be evaluated. The highest average number of fuel leaves (7.5 and 7.4) corresponding to
treatments 1 and 2 being higher than treatments 3 and 4, in the stem diameter treatments
1 and 3 had a higher average than the other treatments with values of (0.8 y 0.71 cm?
respectively), however the treatments T1, T2, T3 had a better performance in the variables
of stem weight (2.65, 2.56, 2.51 g), root weight, foliar weight (9.8, 8.8, 8.7 g), stem length
(11.8, 11.7, 11 cm) than treatment 4. In chlorophyll concentration, treatment T3 was

superior to treatments T1, T2, T4 with averages of (6.16 mg/cm?).

Keywords:

Biofertilization, rhizosphere, endophytes, Biodiversity.
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INTRODUCCION

La teca (Tectona grandis) es un arbol frondoso de la familia de las Verbenaceas que
alcanza hasta 30 m de altura. Nombrada como la Reina de las maderas, entre los
conocedores, pues su apariencia se hace mas bella con el paso de los afios y tiene la
capacidad de no dafiarse cuando entra en contacto con metales, lo que la hace muy valiosa
para la fabricacion de muebles de alto valor y embarcaciones lujosas. Es nativo de la

India, Birmania, Laos y Tailandia, tiene una larga historia de ordenacion sistematica. Se
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introdujo en Indonesia (Java) hace cientos de afios y las mas antiguas plantaciones de teca
en Sri Lanka se han documentado a fines del siglo XVI1I. Los primeros sistemas intensivos
de ordenacion de los bosques naturales se desarrollaron hace unos 150 afios en Myanmar,
desde donde la ordenacion activa de la especie pasé a la India y Tailandia durante un

periodo de unos 40 afios (Cobefia y Alfonso, 2007).

De acuerdo a la Asociacion Ecuatoriana de Productores y Comercializadores de Teca y
Maderas Tropicales (ASOTECA) existirian 200 mil hectareas de este arbol en el Ecuador.
En tanto, a largo plazo, productores y empresarios madereros proyectan contar con cerca
de un millon de hectareas de plantaciones forestales de teca entre 2032 y 2042. Mas del
90 por ciento de esas plantaciones estan en Guayas, Manabi, Esmeraldas y Los Rios

(Loayza-Farah, 2014).

La madera de teca es de albura blanguecina y duramen amarillento o broncineo. La fibra
es generalmente recta, aunque en raras ocasiones puede presentar fibra ondulada que es

habitual de la procedente de la India (Vasquez y Ugalde, 1995).

Las Enfermedades que mas afectan a la Teca se presentan en fase de vivero porque atacan
a las raices, hojas y tallo del arbol, y son las que mayores dafios causan a las plantaciones
de Teca estas enfermedades son ocasionadas por los hongos de podredumbre y bacterias,
afectan a la calidad del producto final, pues la temperatura y humedad de las zonas de

cultivo son las idoneas para el desarrollo de todo tipo de fitopatogenos.

Entre los factores limitantes mas importantes para la especie se consideran los suelos poco
profundos, compactados o arcillosos, con bajo contenido de calcio o magnesio, mal

drenaje y altitudes mayores a 1000 m.s.n.m. Si estas condiciones no se cumplen, se
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obtiene una madera de menor calidad y menor valor comercial. Las mejores maderas de
teca provienen de arboles "viejos" por encima de 20 afios de edad al ser cortados (Ugalde

et al., 2015).

En el medio edafico, ocurren una serie de relaciones de alimentacion, muerte, degradacién
y convivencia a través de la interaccion de sus componentes (particulas minerales, materia
organica, organismos Vvivos, gases y agua. Los organismos vivos, fundamentalmente los
microorganismos, juegan un papel primordial en la dindmica de las transformaciones que
alli ocurren. Se ha demostrado, que la distribucion de las bacterias esta altamente
organizada, y que esta estructuracion es importante para la funcionalidad del suelo; la
presencia de raices, pequefios agregados, nutrientes, poros, entre otros, son factores que
parecen gobernar la distribucion de las bacterias en los micro habitats (Reyes et al.,
2008).Las poblaciones de microorganismos alrededor de las raices alcanzan cifras de
cientos de millones de células por cm3, densidad que resulta unas 10 a 1000 veces mayor
que la parte no rizosférica. Se calcula que el suministro de compuestos organicos a la zona
de las raices es de entre 50 y 100 mg de materia organica por gramo de raiz (Loredo-Osti

et al., 2004).

Las Bacterias Promotoras del Crecimiento incluyen aquellas bacterias que controlan
fitopatdgenos, ya sea produciendo sustancias inhibitorias o incrementando la resistencia
natural de la planta y a las que se les denominan biocontrol. Esta forma de clasificacion
permite la inclusion en el primer grupo a aquellas bacterias asociativas, fijadoras de
nitrégeno. La polémica en cuanto a los términos continda y por el momento, se sigue
reconociendo, de forma general, a este tipo de bacterias beneficiosas como PGPR (Pulido

et al., 2002)
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La utilizacién de un bioproducto bacteriano ayuda a desarrollar nuevas alternativas de
control a plagas y enfermedades, ademas ayuda al desarrollo de la planta por la produccion
de fitohormonas, vitaminas, enzimas, etc. El bioproducto en fase de experimentacion de
la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, son aisladas de la rizosfera de Musaceas de
diferentes suelos de la regién de Los Rios, Cotopaxi y Bolivar. Mediante pruebas
bioquimicas y moleculares se identifica las diferentes especies de rizobacterias. Se
establece una cinética de crecimiento bacteriano donde diferentes medios de cultivo fueron
probados para obtener el cultivo dptimo para la fabricacion del bioproducto (Arteaga,

2018).

El presente trabajo tiene la finalidad de minimizar el empleo de agroquimicos para la
multiplicacion y produccion de T. grandis mediante la aplicacion de un bioproducto en
estado de investigacion biologico elaborado en la Universidad Técnica Estatal de
Quevedo que promueve el desarrollo de las plantas y brinda proteccién continua ante los

agentes patogeénicos y el déficit hidrico.
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CAPITULOL.

MARCO CONTEXTUAL DE LA INVESTIGACION



1.1.  Ubicacion y contextualizacion de la problemética

La investigacion se desarroll6 en Quevedo, que esté situado en la provincia de Los Rios,
cuenta con una poblacion de 173.575 habitantes, su actividad econémica principal es la
agropecuaria. Es la cabecera cantonal del canton Quevedo y la ciudad méas grande y
poblada de la provincia de Los Rios, se encuentra situado en el corazon del Litoral, por
su posicion geogréafica y vial privilegiada ha beneficiado al pais, ademas permite un
intenso trafico terrestre y fluvial. Posee un clima que beneficia para el cultivo. Es una
poblacion situada en las orillas del rio Quevedo en el sector denominado "Las lomas". Se
encuentra ubicada al 1° 20" 30" de Latitud Sur y los 79° 28" 30" de Longitud occidental,

dentro de una zona subtropical (INEC, 2010), (FIGURAL).

Esmeraldas (_ﬁ

Atacames

20}
Santo O
&5 | Domingo de i Reservaide
= " '|os Colorados Quito Joae iy
\15) o ® los Sachas produccign
Babiade & w 1 de Fauna
Carsquez 55 35 Francisco Cuyabeno,
{ oy de Orellana
Manta aQ do | = @ e
oo ueyedo gy Parque
Portoviejo Ambato 5 Nacional
R d @ Yasuni
- Ecuador
@
—— Riobamba
G il < Iy Pargue
Salinas uayoaqul ¥?  Nacional
& oo = Sangay
ha0) w = °on'NN!"
Gral villamil - 1°02'00"S
o U "
@ cuenca 79°27'00"0
Machala 53 45
i & L35
435/ |
Zona Reservada
Santiago-Comaina 100 km

ED)

Localizacion de la ciudad de Quevedo con sus respectivas coordenadas



1.2.  Situacion actual de la problematica

Segun datos oficiales, Ecuador cuenta con alrededor de 50 mil hectareas de teca, sin
embargo, de acuerdo a la ASOTECA existirian 200 mil hectareas de este arbol. Los datos
discordantes entre el MAGAP y ASOTECA responden a un sub-registro y falta de datos
actualizados. Mas del 90 por ciento de esas plantaciones estan en Guayas, Manabi,
Esmeraldas y Los Rios. En tanto a largo plazo, productores y empresarios madereros
proyectan contar con cerca de un millén de hectareas de plantaciones forestales de teca

entre 2032 y 2042.

Las Enfermedades que maés afectan a la Teca se presentan en fase de vivero y son las
ocasionadas por los hongos de podredumbre y bacterias, que afecta a la calidad del
producto final porque atacan a las raices, brotes, hojas y tallo del arbol, y son los que
mayores dafios causan a las plantaciones de Teca, pues la temperatura y humedad de las
zonas de cultivo son las idoneas para el desarrollo de todo tipo de hongos (Franco-Diaz,

2015).

En una plantacion de monocultivo de teca no existen animales y la microfauna se ve
afectada. Los arboles de teca no interactian de manera positiva con el medio ambiente,
pues al ser de rapido crecimiento absorben grandes cantidades de agua y de nutrientes,

ademas de necesitar agrotoxicos (Gomez y Gémez, 2013)



1.3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.3.1. Problema general

¢Cudl es el efecto de las plantas jovenes de teca inoculadas con rizobacterias promotoras

del crecimiento?

1.3.2. Problemas derivados

= ;Cual es la respuesta morfoldgica de las plantulas ante la inoculacion?

= ;Qué bacterias interfieren en el crecimiento y vigor de las plantas?

= ;Las plantas sometidas a inoculaciones bacterianas en fase de vivero tienen mejor

desarrollo que las plantas con fertilizantes quimicos?

1.3.3. Delimitacion del problema

= Campo: Ciencias Forestales

= Area: Biotecnologia

= Aspecto: Microbiologia del suelo

=  Tiempo: 6 meses.



» Linea de investigacion: Agricultura, silvicultura y produccién animal.

1.4.  Objetivos

1.4.1. General

Evaluar los efectos de la inoculacion de rizobacterias sobre el crecimiento de plantulas de

T. grandis.

1.4.2. Especificos

e Examinar la respuesta morfoldgica de las plantulas de T. grandis ante la inoculacién

de rizobacterias.

e Analizar los niveles de clorofila ante la aplicacion de bioproducto y fertilizante

quimico.



1.5.  Justificacion

Las plantulas de T. Grandis L. f. en etapas de vivero estdn sometidos a diferentes stress,
reduciendo su potencialidad genética, esto afecta al momento de su trasplante a campo,
debido a que las plantas no soportan las condiciones ambientales causando la muerte, para
esto los viveristas utilizan productos agroquimicos, pero su uso constante y excesivo
permite la resistencia de patdgenos y contaminacion ambiental, aquello tiene como
efectos una desestabilidad de los enemigos naturales, degradacién de los suelos,

contaminacion de los acuiferos, etc.

El desconocimiento del efecto de las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal en
el crecimiento de T. Grandis L. f. genera muchas interrogantes en la investigacion, las
PGPR ayuda al desarrollo y crecimiento de la planta por la interaccion rizobacteria-planta,
esta interaccion permite la activacion de mecanismos de defensa conocido como: (SAR)
y (ISR) para la produccion de metabolitos secundarios (quitinasas, glucanasas, catalasa),
fitohormonas (AIA, giberelina, citoquininas, jasmonato, Etileno, Acido Salicilico),
compuestos anti-stress (ACCsa, exopolisacaridos). Este estudio permitird evaluar las
caracteristicas morfologicas y fisiologicas de T. Grandis L. f. en la etapa de vivero

mediante el uso de PGPR, determinantes para la proteccién y crecimiento fisionémicos.



CAPITULOIL.
MARCO TEORICO DE LA INVESTIGACION



2.1. FUNDAMENTACION CONCEPTUAL

2.1.1. Plantaciones forestales

Las plantaciones forestales representan una alternativa econdmica y de beneficio social,
porque cumplen la funcién de proteger el ambiente, al disminuir la presion existente sobre
el bosque natural. Adicionalmente, estas contribuyen significativamente en el
funcionamiento de los procesos ecoldgicos, paisajisticos, de proteccion de suelos (control
de erosion y ciclaje de nutrimentos), agua y acumulacion de carbono. Algunas
experiencias demuestran que las plantaciones con especies nativas tienen un buen
potencial para acelerar los procesos de recuperacion de la biodiversidad en areas
degradadas. Las plantaciones mixtas, en comparacion con las plantaciones puras,
promueven la regeneracion de una mayor diversidad de especies en el sotobosque, al crear
una mayor variabilidad en el habitat y un microclima que favorece a los dispersores y a

la adaptabilidad de especies para la germinacion y crecimiento (Flinta, 2006).

2.1.2. Tectona grandis

T. grandis es un arbol frondoso de la familia de las verbenaceas que alcanza hasta 30 m
de altura. Su apariencia se hace mas bella con el paso de los afios y tiene la capacidad de
no dafiarse cuando entra en contacto con metales, lo que la hace muy valiosa para la
fabricacion de muebles de alto valor y embarcaciones lujosas. Es nativo de la India,
Birmania, Laos y Tailandia, tiene una larga historia de ordenacion sistematica. Se
introdujo en Indonesia (Java) hace cientos de afios y las mas antiguas plantaciones de teca
en Sri Lanka se han documentado a fines del siglo XVII. Los primeros sistemas intensivos

de ordenacion de los bosques naturales se desarrollaron hace unos 150 afios en Myanmar,



desde donde la ordenacion activa de la especie pasé a la India y Tailandia durante un
periodo de unos 40 afios. Hoy dia se encuentra la teca en muchos otros paises asiaticos, y
extensas plantaciones se han establecido también en Africa y América Central y del Sur.
Se ha hecho evidente que la explotacion de los bosques naturales no puede seguir
respondiendo a la demanda de madera de teca, y la insuficiencia previsible de este

material ha avivado el interés por las plantaciones de teca (Tewari, 2001).

La teca tiene una densidad entre 650 y 750 kg/m3, con una media de 690 kg/m?3 al 12% de
humedad. Se considera una madera pesada y de dureza media. Tiene una resistencia
media a la flexion, poca rigidez y resistencia al impacto, una resistencia alta a la
comprension y un grado moderado de doblado con vapor. La velocidad de secado de la
madera de teca es lenta y varia en funcion de la densidad. En general, se trabaja bastante
bien tanto a mano como a maquina, aunque el aserrado y cepillado de la madera desgasta
rapidamente las herramientas a causa de su alto grado en silice. El encolado presenta

dificultades elevadas debido a su alto contenido en oleorresinas (Alvarado y Fallas, 2004).

2.1.3. Erosion

La erosion es el desgaste o denudacion de suelos y rocas que producen distintos procesos
en la superficie de la Tierra. La erosion implica movimiento, transporte del material, en
contraste con la alteracion y disgregacion de las rocas, fendmeno conocido como
meteorizacion y es uno de los principales factores del ciclo geografico. Entre los agentes
erosivos estan la circulacion de agua o hielo, el viento, o los cambios térmicos. La erosion
produce el relieve de los valles, gargantas, cafiones, cavernas y mesas, y puede ser

incrementada por actividades humanas (Follett, 2012).



2.1.4. Monocultivo

El monocultivo se refiere a las plantaciones de gran extension con el cultivo de una sola
especie, con los mismos patrones, resultando en una similitud genética, utilizando los
mismos métodos de cultivo para toda la plantacién (control de pestes, fertilizacion y alta
estandarizacion de la produccion), lo que hace mas eficiente la produccion a gran escala.
Casos frecuentes de monocultivo se dan con el eucalipto, pino, en el caso de arboles, o
grandes plantaciones de cereal, soja, cafia de azUcar, algoddn, maiz lo cual produce la
degradacion del suelo debido a que estos solo absorben los nutrientes que consideran
necesarios para su crecimiento, haciendo asi, que el suelo pierda la fertilidad al acabarse

con uno (o mas) de sus nutrientes (Martinez, 2008).

2.1.5. Patogeno

Los patdgenos son agentes infecciosos que pueden provocar enfermedades a su huésped.
Este téermino se emplea normalmente para describir microorganismos como los virus,
bacterias y hongos, entre otros. Estos agentes pueden perturbar la fisiologia normal de
plantas. Se denomina patégeno a todo agente biologico externo que se aloja en un ende
bioldgico determinado, dafiando de alguna manera su anatomia, a partir de enfermedades
0 dafios visibles o no. A este ente bioldgico que aloja a un agente patdégeno se lo denomina
huésped, hospedador o también hospedante, en cuanto es quien recibe al ente patdgeno

(Nakata et al., 2014).

2.1.6. Biofertilizante
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Los biofertilizantes son productos a base de microorganismos benéficos para los suelos,
formados especialmente bacterias y hongos. Estos microorganismos viven asociados o en
simbiosis con las plantas y le ayudan a su proceso natural de nutricion, ademas de ser

regeneradores de suelo (Borda-Molina et al., 2009).

2.1.7. Hongo

Grupo de organismos eucariotas entre los que se encuentran los mohos, las levaduras y
los organismos productores de setas. Se clasifican en un reino distinto al de las plantas,
animales y protistas. Se distinguen de las plantas en que son heterétrofos; y de los
animales que poseen paredes celulares, como las plantas, compuestas por quitina, en vez
de celulosa. Se ha descubierto que organismos que parecian hongos en realidad no lo eran,
Y que organismos que no lo parecian en realidad si lo eran, si llamamos "hongo™ a todos
los organismos derivados del que ancestralmente adquirié la capacidad de formar una

pared celular de quitina (Vega y Romero, 2008).

2.1.8. Bacteria

Las bacterias son microorganismos procariotas que presentan un tamafio de unos pocos
micrometros (por lo general entre 0,5y 5 um de longitud) y diversas formas, incluyendo
filamentos, esferas (cocos), barras (bacilos), sacacorchos (vibrios) y hélices (espirilos).
Las bacterias son células procariotas, por lo que, a diferencia de las células eucariotas (de
animales, plantas, hongos, etc.), no tienen el nucleo definido ni presentan, en general,
organulos membranosos internos. Generalmente poseen una pared celular y esta se

compone de peptidoglucano. Muchas bacterias disponen de flagelos o de otros sistemas
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de desplazamiento y son maéviles. Del estudio de las bacterias se encarga la bacteriologia,

una rama de la microbiologia (Brinkmann et al., 2004).

2.1.9. Rizobacteria

Se denomina rizobacterias a un tipo de bacteria que coloniza las raices de algunas plantas
en una relacion simbi6tica beneficiosa para ambas partes (mutualismo). Las rizobacterias
de mayor interés para la agricultura son las fijadoras de nitrégeno, que se estima proveen
el 65% de los requerimientos de este nutriente por los cultivos mundiales. Las
rizobacterias fijadoras de nitrogeno mas importantes son las Azospirillum y las
Bradyrhizobium. Estas bacterias se incorporan a las semillas mediante la incorporacion

de los denominados inoculantes (Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria, 2010).

2.1.9.1. PGPR

Se denomina como PGPR (plant growth-promoting rhizobacteria) a un conjunto de
bacterias que habitan en la rizosfera de las plantas y que producen en ellas todo tipo de
beneficios. Potencian su crecimiento, mejorando la disponibilidad o la absorcion de
minerales y otro tipo de compuestos (nitratos, fosfatos, etc.), ayudan a la produccién de
hormonas necesarias en el desarrollo de los vegetales (fitohormonas, giberelina).
Ademas, protegen a plantas y cultivos contra posibles agentes patdgenos y combaten la
contaminacion de los suelos, ya sea por contaminantes de tipo organico o inorganico

(Bhattacharyya y Jha, 2012).
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2.9.1.2. Bioproducto

El bioproducto es producido a base de bacterias aisladas de la rizosfera de Musaceas de
diferentes suelos de la regién de Los Rios, Cotopaxi y Bolivar. Mediante pruebas
bioquimicas y moleculares se identifica las diferentes especies de rizobacterias. Se
establece una cinética de crecimiento bacteriano donde diferentes medios de cultivo fueron
probados para obtener el cultivo Optimo para la fabricacion del bioproducto. El
bioproducto es elaborado por la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, actualmente se

encuentra en fase de experimentacion.

2.2. Fundamentacion teodrica

2.2.1. Caracterizacion de rizobacterias promotoras de crecimiento en plantulas de

Eucalyptus nitens.

Se aislaron bacterias rizosféricas y enddfitas a partir de rizésfera y tejidos de raiz de
arboles de Eucalyptus nitens con el objetivo de evaluar su capacidad de promover el
crecimiento en plantulas de la misma especie en condiciones de invernadero. Los
aislamientos que incrementaron el crecimiento de las plantulas fueron identificados y
caracterizados por su capacidad de producir acido indolacético (AlA), solubilizar fosfato
y expresar la 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa. Los 105
aislamientos obtenidos fueron morfoldgicamente diferentes y solo 15 promovieron
significativamente el crecimiento de plantulas de E. nitens. Los maximos incrementos
observados fueron en el peso seco aéreo (142 %) y de la raiz (135 %); también aumentaron

la altura de las plantas (50 %) y el largo de raices (45 %) de las mismas. Las rizobacterias
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pertenecieron a los géneros Arthrobacter, Lysinibacillus, Rahnella y Bacillus. Los
aislados identificados como A. phenanthrenivorans 21 y B. cereus 113 incrementaron la
emergencia de E. nitens a los 12 dias en un valor promedio de 3,15 veces con relacion al
control. R. aquatilis aislado 78 present6 la mayor produccion de AlA (97,5 + 2,87 pug/ml)
en presencia de triptéfano y el mayor indice de solubilizacion de fosforo (2,4). B.
amyloliquefaciens aislado 60 fue positivo para la actividad ACC desaminasa. Los
resultados obtenidos indican el potencial de las rizobacterias estudiadas como promotoras
de emergencia y crecimiento de plantulas de E. nitens y su posible uso como inoculantes,
ya que presentan mas de un mecanismo de accidon asociado a la promocion del

crecimiento (Angulo et al., 2014).

2.2.2. Rizobacterias promotoras de crecimiento de Guarianthe skinneri

La orquidea Guarianthe skinneri esta incluida en la norma NOM-059-ECOL-2010,
estandar de México como una especie en peligro de extincion. Para estudiar PGPR (que
promueve el crecimiento de las rizobacterias vegetales) de esta orquidea, se recolectaron
10 raices de diferentes plantas para aislar bacterias asociadas con las raices, que se
analizaron mediante pruebas in vitro como: produccion de AlA, fijacion de nitrogeno,
interaccion con hongo micorrizico Thanatephorus sp. Cepa RG26 y solubilizacion de
fosfato. Obtenemos 71 aislamientos bacterianos, 10 cepas de ellos se caracterizaron por
secuenciacion con el marcador de ADNr 16d que identifica seis bacterias: Sphingomonas
sp., Sinorhizobium sp., Bacillus sp., Nocardia cerradoensis, Bacillus megaterium y
Burkholderia phytofirmans. Observamos que la bacteria Sinorhizobium sp. produjo una
mayor cantidad de AIA (69.189 pug / ml) y Bacillus sp. Se realizd6 mayor reduccion de

acetileno (10.251 nmol cultivo / 96h). En las interacciones de las bacterias y el hongo
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RG26, se presentaron cuatro categorias (extremadamente positivas, positivas,
antagonismo 50-50 e inhibicion). En relacion con la solubilizarian de fosfato,
Burkholderia phytofirmans presentd un IS mas alto después de 48 y 96 h con un IS de
3.11 y 3.48, respectivamente. Los resultados indican que Bacillus sp. Podria tener las
mejores caracteristicas para promover el desarrollo del G. skinneri mediante la

inoculacién de semillas y plantulas (Aguilar-Diaz et al., 2018).

2.2.3. La inoculacion con Glomus fasciculatum en el crecimiento de cuatro especies

forestales en vivero y campo

La presente investigacion se realizo para conocer la respuesta de 4 especies forestales a
la aplicacion del Glomus fasciculatum en vivero y campo. En la fase de vivero se evalto
diametro basal, altura total, peso seco del follaje y radicular, absorcion de nutrimentos en
el follaje y el sistema radicular. En campo se cuantifico altura total, diametro, y absorcion
de nutrimentos en el follaje. Los resultados mostraron que en vivero los mayores
incrementos promedio, en los tratamientos inoculados, los registrd Astronium graveolens,
T. grandis y Terminalia amazonia, con 48,9, 35,2 y 30,6%, respectivamente; mientras
que en Gmelina arborea el incremento fue de 16,9%. El mayor incremento se registro en
el peso seco del follaje y en el radicular con 30,8 y 63%, respectivamente. En la absorcion
de nutrimentos el Astronium graveolens mostro diferencias en Mg, Cu, Zn, Mny Fe, tanto
en el follaje como en el sistema radicular; sin embargo, Gmelina arborea fue la especie
que registrd las concentraciones de nutrimentos superiores, aunque no significativas; las
demas especies no registraron diferencias significativas. En el campo, en las plantas
inoculadas, solamente Gmelina arborea reflejé diferencias significativas en diametro y

altura total, con un incremento de 37,9 y 31,7%, respectivamente. La absorcion de
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nutrimentos de G. arborea, Astronium graveolens y Terminalia amazonia fue en
promedio 32,2, 19,8 y 6,6%, respectivamente, con una mayor absorcién en Ca, Mn, Ky
Fe. La mortalidad en vivero fue nula, mientras que, en el campo, varié de acuerdo con la
especie y el tratamiento. El aumento en el crecimiento de las 4 especies fue la tendencia
comun, a excepcion de T. grandis, que en el campo no mostré resultados positivos

(Hernandez y Salas, 2009).

2.2.4. Efecto de rizobacterias en el enraizamiento de mini estacas en dos clones

hibridos de Eucalyptus spp.

Mediante tres ensayos se evaluaron rizobacterias en el enraizamiento de mini estacas de
dos clones hibridos de Eucalyptus nitens x Eucalyptus globulus. Los resultados de esta
investigacion confirmaron el positivo efecto de las rizobacterias en promover el
enraizamiento, confirmando el potencial medioambiental y de bajo costo que esta
estrategia implicaria para la industria forestal. Ademas, la identificacién mostré a Bacillus

y Pseudomonas como las bacterias con mayor efecto (Gonzélez-Candia et al., 2016).

2.3. Fundamento Legal

Art. 1.- El presente Acuerdo Ministerial tiene por objeto regular el manejo forestal de los
bosques humedos, utilizando los principios, criterios e indicadores establecidos para
fomentar el manejo forestal sostenible. Para los fines de la presente norma, el Manejo
Forestal Sostenible (MFS), se entiende como un concepto holistico y comprensivo, que
toma en consideracién el uso multiple de los bosques y aspectos del paisaje y que esta
orientado a la obtencion de beneficios de variados productos, bienes y servicios, con el
fin de mejorar las condiciones y la calidad de vida de las personas sin poner en riesgo la
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satisfaccion de las mismas y de las generaciones futuras. Dos aspectos guiarén las
intervenciones silviculturales: a) Resiliencia. - La capacidad del bosque de absorber
cambios y persistir a pesar de ellos; y, b) Estabilidad. - La capacidad de volver a un estado

de equilibrio después de una perturbacion temporal. (Barruezueta, 2015)

Art. 2.- Esta norma se aplicara en los bosques himedos ubicados en la region amazonica,
en la provincia de Esmeraldas y otros lugares donde predomine este tipo de bosques, para
lo cual se entenderd como bosque humedo lo siguiente: Bosque himedo. - Sistema
dominado por arboles, los cuales interactlian entre si con otros organismos cuya presencia
y mezcla son determinadas, en buena medida, por el sitio (clima y suelos). Los arboles
nativos himedos se encuentran dentro de la zona climatica humeda (precipitacion de méas
de 1500 mm/afio, temperatura promedio anual superior a 18°C), y pueden variar por
diferencias en variables climaticas (temperatura, precipitacion) y en caracteristicas del
suelo (Fisicas, quimicas y biologicas). Estan sujetos a las presentes normas, todas las
personas naturales o juridicas dedicadas a actividades de manejo forestal sostenible de

bosques nativos humedos (Barruezueta, 2015).
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CAPITULO III.
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Tipo de investigacion

El proyecto de investigacion fue de tipo experimental. Se realiz6 una caracterizacion a
nivel morfoldgico y fisioldgico los distintos tratamientos de T. grandis L f., mediante la
aplicacion de PGPRs, a su vez se compar0 este trabajo con informacion existente en la

literatura.

3.2. Métodos de la investigacion

En la investigacion se emplearon los métodos deductivos, analitico y de observacion

teniendo en cuenta la bibliografia mencionada en este proyecto.

Metodo deductivo: El método se inicia con el anélisis de los teoremas, leyes, postulados

y principios de aplicacion universal y de comprobada validez, para aplicarlos a soluciones

0 hechos particulares.

Meétodo analitico: Consiste en descomponer un objeto de estudio separando cada una

de las partes del todo para estudiarlas en forma individual.

Meétodo de observacidn: Consiste en saber seleccionar aquello que queremos analizar.

3.3. Fuentes de recopilacion de informacion

Las fuentes utilizadas para la obtencion de informacién fueron secundarias ya que se

obtuvieron de: revistas, publicaciones cientificas, libros y tesis.
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3.3.1. Materiales

3.3.1.1. De campo

Pléstico negro
Tierra
Guantes
Marcador

Pala

3.3.1.2. De Laboratorio

Alcohol
Mechero
Toallas
Micropipetas 20,
100, 1000 ul
Agua

Frascos Chop de

vidrio

Tubos eppendorf

de 1 ml

3.3.1.3. Equipos

Semillas de T.
grandis L. f.
Fundas
Machetes

Manguera

Purificador de
agua

Canecas de 20 It
Guantes

Filtro de
biofermentador
Asa
microbiologica
Cajas Petri

Algodoén

Cafias

Bomba de agua
Piolas
Marcadores

Cinta métricas

Puntas de
micropipetas 20,
200, 1000 ul
Algodén

Gasa

Marcador
permanente

Papel Parafilm
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e Neverade -20°C e Autoclave

e Balanza 0.001 g e Centrifuga
e \ortex e Estufa
e Biofermentadores de 60 It e Microondas
pH-metro e Cabina de flujo laminar

e Microscopio

3.3.1.4. Reactivos

e Sulfato de e Glicerol e Harina
Magnesio e Acido e Melaza

e Fosfato di- clorhidrico e Sal
potasico e Hidroxido de e Bacto-Agar

e Peptona de carne sodio

3.4. Poblacion y muestra

3.4.1. Poblacion

La poblacion de la presente investigacion es la extension superficial total de plantulas de
T. grandis que consistié en 300 plantulas, ubicada en el invernadero del laboratorio de
biotecnologia vegetal de la de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ),
localizado en el Campus Universitario “Manuel Haz Alvarez” ubicado en el km 1.5 via
Quevedo — Santo Domingo. Sus coordenadas geograficas son 01° 01 de latitud Sury 79°

47” de longitud Occidental, ubicada a una altura de 73 msnm.
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3.4.2. Muestra

De las 300 pléantulas de T. grandis, se tom¢ 100 pléantulas para el experimento, de acuerdo

a lo establecido en el disefio experimental utilizado en esta investigacion

3.5. Fuentes de recopilacion de la informacion

Se utiliz6 libros, impresos y electronicos, ademéas de articulos cientificos de
investigaciones, para contextualizar teoricamente la investigacion y contrastar los
resultados en la discusion de los mismos. Ademas, los demas objetivos especificos
requirieron de informacion contenida en los reportes del laboratorio sobre los analisis de

cuantificacion de clorofila

3.6. Instrumentos de la investigacion

3.6.1. Siembra del pre-inéculo bacteriano PGPRs

Para la preparacion del indculo bacteriano se siguid la metodologia de (Rodriguez, 2019),
Se selecciond cinco cepas bacterianas (Pseudomonas protegens cepa CHAO,
Pseudomonas veroni cepa RE4, Enterobacter absuriae cepa PM3-14, Acinetobacter
calcoaceticus cepa PM2-12, Serratia Marescesens cepa PM3-8) del banco germoplasma
del laboratorio de microbiologia molecular de la UTEQ, luego se tomé con ayuda de una
micropipeta de precision 20 pl de las PGPR en estudio y se procedié a incubar en un
matraz Erlenmeyer conteniendo 50 ml de medio de cultivo King B liquido, (King et al.

1954) [(g/L): peptona, 20.0; glicerol, 15 ml; K2HPO4, 1.5; MgS0O4 x 7H20, 1.5; agua
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destilada (pH 7.2)], esto se incubo en un shaker Benchmark incushaker® a 150 rpm en

agitacion constante a 26 °C por 18 horas.

3.6.2. Crecimiento masivo de las Rizobacterias en medio alternativo (M3).

Después de 16 horas de crecimiento celular, el pre-inoculo se transfirio a
biofermentadores semi-industriales de 60 It con medio de cultivo M3, (Rodriguez, 2018)
[(g/L): harina de maiz, 20.0; sal en grano, 5.0; (ml/L): glicerina, 15 ml; melaza, 32.50;
agua destilada (pH 6.5)], cada una de las cepas bacterianas crecieron en su respectivo
biofermentador, el crecimiento bacteriano se desarrollé durante 48 horas. Concentracion
celular, se determind por diluciones, en donde se colocaron 270 pl de H20 esteril y 30 pl
del cultivo en tubos eppendorf. Las placas fueron divididas en 6 sectores numerados
donde se coloco cada una de las diluciones. Se surtieron 10 ul distribuidos en microgotas
de cada una de las diluciones en una placa petri conteniendo 20 ml de medio de cultivo
King B solido (King et al. 1954) [(g/L): peptona, 20.0; glicerol, 15 ml; K2HPO4, 1.5;
MgSO4 x 7H20, 1.5; agua destilada, agar 15.0 (pH 7.2)]. La microgota se colocé desde
una altura de 2,5 cm; y se dispersd aproximadamente en un area de 1.5 a 2.0 cm de
diametro, las placas se las dejo en incubacion por 24 horas y se realizo el conteo de
colonias en las diluciones que formaron entre 30 y 300 colonias. Para determinar el
nimero de células viables por ml se usé la siguiente formula: UFC/ml = Colonias
enumeradas/ ml sembrados x Factor de dilucion (Miles y Misra, 1938; Sharpe y Kilsby,

1971).

3.6.3. Germinacion de T. grandis
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Las semillas de teca provienen del recinto “Pajarito” Cantén Mocache, Los Rios,
Ecuador, previo a la siembra de la semilla se aplico la técnica de escarificacion mecanica
que consistio en quitarle el pericarpio, después se sumergidé en agua a temperatura
ambiente en horas de la noche y en el dia se expuso al sol durante cuatro dias consecutivos
(Sanchez-Soto et al., 2016). Se us6 de sustrato arena y tierra negra en proporcion 1/3
como medio de germinacion por su disponibilidad, seguidamente fue esterilizado durante
dos semanas mediante solarizacion con el uso de polimero negro (plastico de color negro).
Se formaron almacigos para la germinacion de las semillas, a los 35 dias fueron

trasplantadas en fundas plasticas de 6 por 8 pulgadas llenadas con su respectivo sustrato.

3.6.4. Inoculacion de PGPRs en plantulas de T. grandis

Se empled una mix de las Rizobacterias en estudio con una concentracion celular de
1 % 1019, esta concentracion se la redujo al 20% con H20, con esta concentracion se aplico
10 ml/planta, estos 10 ml tuvieron distintas formas de aplicacion, en el tratamiento foliar
se aplicd la mix de rizobacteria rociando al tejido foliar con un atomizador, la forma de
aplicacion edéfica se realizo alrededor del suelo mediante una pipeta Pasteur de 5 ml, el
tratamiento quimico consistié en aplicar Kristalon 1.2 gr/lt, de esta solucién se rociaba 10
ml a cada unidad experimental. Se realizd una fertilizacion a base de NPK (10-30-10)
cuya dosis comprende de 6 g/planta, esta labor se realizo6 a los 40 dias después de primera
inoculacion de las rizobacterias con la finalidad de aportar las necesidades nutritivas de
la planta. El periodo de riego a las plantas fue de 2 veces por semana. Las aplicaciones de

PGPRs se realizaron cada 15 dias en un periodo de 2 meses.

3.6.5. Cuantificacion de clorofila
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Para la determinacion de la concentracion de clorofila se utilizé el método de extraccion
con etanol (Wintermans & De Mots, 1965), en discos foliares de 1.3 cm2 tomados del
sector foliar correspondiente a cada tratamiento. La extraccion de los pigmentos se realizd
macerando en frio cada disco foliar en un mortero con 4 ml de una solucion fria de
MgCO3 (0.5 g/L -1) en etanol al 98%. El extracto se transfirié a un tubo y se lavo el
mortero con 4 ml de la misma solucién de etanol para completar un volumen final de 8
ml. La separacion del extracto se hizo por centrifugacion a 3.000 g durante 5 min. Al
extracto etandlico obtenido se le leyd la absorbancia (A) a 645 y 663 nm en un
espectrofotometro. A partir de estos datos, se calcularon la concentracion de clorofila
total (CIt), con base en las siguientes ecuaciones: Clt = [(20,2 x (A645) + 8,02 x (A663))

x 8]/(1000 x PS), donde PS corresponde al peso seco de la muestra de hoja

3.7. Variables a evaluar

Se midieron las siguientes variables 90 dias después de la inoculacion de las rizobacterias
promotoras crecimiento vegetal, empleando multiples herramientas de evaluacion que se

detallan a continuacion:

Numero de hojas: Se contabiliz6 la cantidad de hojas de cada tratamiento con

inoculacion bacteriana y el control sin inoculacion.

Diametro basal: Se midi6 el diametro basal con calibrador de Vernier, los datos para
cada tratamiento fueron registrado en la unidad de longitud (cm).
Peso foliar: Se evalud el peso empleando una balanza de precision, las hojas de cada

tratamiento fueron cortada desde la base del peciolo.
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Peso radicular: Se registré el peso lavando las raices con agua estéril removiendo la
mayor cantidad de sustrato con la finalidad de que los datos sean lo mas homogéneos

posibles. El peso se registrd en gramos con una balanza de precision marca Ohaus™.

Peso del tallo: Se corto el brote sobre la insercion de la raiz para registrar su longitud con
una regla en cm, posteriormente se pes6 segmentando el brote para facilitar su

introduccion en la balanza de precision

3.8. Disefio experimental de la Investigacion

3.8.1. Disefio para los datos morfoldgicos en plantas

Se aplico un disefio completamente al azar DCA, para la adaptacion y morfologia de las
plantas generando 4 tratamientos a evaluar cada una con 5 unidades experimentales
realizando 5 repeticiones. Para la comparacién de medias entre tratamientos se utilizo
Tukey con un nivel de significancia del 95 %.

Tabla 1 Tratamientos evaluados en la investigacion

1 Edéfico
2 Foliar

3 Quimico
4 Testigo

Tabla 2 Esquema del Analisis de Varianza de datos morfolégicos en plantas

Fuente de variacion Grados de libertad
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Tratamiento 3

Error 16
Total 19

Elaborado: Autor

3.8.2. Disefio para los datos de cuantificacion de clorofila

Se aplicd un disefio completamente al azar DCA, 4 tratamientos a evaluar cada una con
5 unidades experimentales y 5 repeticiones cada uno. Se empled la prueba de Tukey con

un nivel de significancia del 95 % para establecer diferencias entre los tratamientos.

Tabla 3 Esquema del Analisis de Varianza de los datos de cuantificacion de

clorofila
Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamiento 3
Error 16
Total 3

Elaborado: Autor
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Respuesta morfolégica de las plantas de T. grandis ante la inoculacion de

rizobacterias.

4.1.1. Numero de hojas

La aplicacion del consorcio bacteriano PGPR crecidas en el medio M3, indujeron al
incremento del nimero de hojas, este caracter morfoldgico se ve influenciado debido al
aumento de emision de hojas, se verific diferencia estadistica entre los tratamientos
destacandose el tratamiento edafico con 7.5 hojas siendo estadisticamente superior a los
demas tratamientos sin diferir la forma de aplicacion foliar con promedio de 7.4. Con menor
efectividad, las plantas de T. grandis con aplicaciones quimica y sin inoculante bacteriano
tuvieron los menores promedios en nimero de hojas con valores de 6.2 y 5.9 respectivamente.

(Figura 2).
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Efectos del bioproducto bacteriano PGPR en el nimero de hojas en plantas de T. grandis.
Las barras de error indican £ES; diferentes letras indican diferencias significativas entre los

promedios a p<0.05 (test Tukey).

4.1.2. Peso foliar

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal crecidas en el medio M3 promovieron
el incremento del peso foliar. Existié diferencia estadistica entre los tratamientos
destacandose la forma de aplicacion edafica con promedios de 9.8 g, siendo estadisticamente
superior a los demas tratamientos, sin diferir los tratamientos foliar y quimica con valores

promedios de 8.8 y 8.7g respectivamente, el tratamiento testigo comprende de los menores
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promedios de peso foliar con valores de 6.7 g. El incremento del citoquininas de las PGPR

(Figura 3). El peso fresco foliar est4 relacionado con la produccion de fitohormonas del

grupo.
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+ >
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Tratamientos

Efectos del bioproducto bacteriano PGPR en el peso foliar en plantas de T. grandis. Las
barras de error indican +ES; diferentes letras indican diferencias significativas entre los

promedios a p<0.05 (test Tukey).

4.1.3. Longitud del tallo

La longitud del tallo es influenciada por las bacterias aplicadas en consorcio debido al efecto
positivo que estas ejercen para la mejor asimilacion de nutrientes y produccion de
fitohormonas del grupo giberelina. La mayor longitud del pseudotallo se obtuvo en el

tratamiento foliar con un promedio de 11.8, estadisticamente igual a los tratamientos edafico
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y quimico que superan los 11 cm siendo superiores al tratamiento sin inoculante bacteriano

con valores promedios que no superan los 8.9 cm (Figura 4).
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Tratamientos

Efectos del bioproducto bacteriano PGPR en la longitud del tallo en plantas de T. grandis.
Las barras de error indican £ES; diferentes letras indican diferencias significativas entre los

promedios a p<0.05 (test Tukey).

4.1.4. Diametro del tallo

Las aplicaciones de las rizobacterias en consorcio promovieron el incremento del diametro
del tallo a diferencia de las plantas sin inoculante bacteriano. Se determin6 el mayor diametro
en la forma de inoculacion edafico con promedios de 0.8 cm estadisticamente igual al

tratamiento quimico con 0.71 cm, respectivamente superior a las plantas con la forma de
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aplicacion foliar y sin inoculantes bacteriano que no superaron los 0.7 cm de didmetro (Figura

5).
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Efectos del bioproducto bacteriano PGPR en el diametro del tallo en plantas de T. grandis.

Las barras de error indican £ES; diferentes letras indican diferencias significativas entre los

promedios a p<0.05 (test Tukey).

4.1.5. Peso radicular

El peso radicular influye en el vigor y nimero de raices, este caracter morfologico es

influenciado por las inoculaciones del consorcio bacteriano y aplicaciones de fertilizantes

foliar que promovieron el incremento del peso de raices a diferencia del control. Los mayores

valores de peso radicular se obtuvieron en los tratamientos T1, T2, T3 con promedios de
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27.43, 25.37, 24.76 g siendo superiores al tratamiento sin inoculante bacteriano (testigo) que
con promedios inferiores a 23.65 g por planta tiene el menor peso radicular de todos los
tratamientos evaluados (Figura 6).

Peso radicular
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Efectos del bioproducto bacteriano PGPR en el peso radicular de T. grandis. Las barras de
error indican £ES; diferentes letras indican diferencias significativas entre los promedios a
p<0.05 (test Tukey).

4.1.6. Peso del tallo

El tallo es una caracteristica morfoldgica que interviene en el transporte de nutrientes en la
planta. A nivel comercial es determinante el peso del tallo para la venta. Las PGPRs inducen
a la produccién de hormonas vegetales y la sintesis de acidos para la asimilacion de

nutrientes, en este contexto ayuda al aumento de peso del tallo. Los mayores promedios sobre
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el peso del tallo presentaron los tratamientos edéficos, quimico y foliar con: 2.65, 2.56, 2.51
g siendo estadisticamente superior al tratamiento sin inoculante que present6 el menor

promedio con valores de 2 g. (Figura 7)

Peso del tallo
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Tratamientos

Efectos del bioproducto bacteriano PGPR en el peso del tallo en plantas de T. grandis Las
barras de error indican +ES; diferentes letras indican diferencias significativas entre los

promedios a p<0.05 (test Tukey).

4.2. Niveles de clorofila ante la aplicacion

La clorofila es importante porque permite la obtencion de energia a partir de la luz solar para

las distintas funciones metabolicas de la planta, un déficit torna plantas amarillentas. En el
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presente estudio, las aplicaciones quimicas promovieron el incremento del contenido de

clorofila total a diferencia de las plantas con inoculante bacteriano y sin inoculante.

4.2.1. Clorofila total

La mayor concentracién de clorofila total se obtuvo en el tratamiento quimico con promedios
de 6.16 mg/cm? estadisticamente superior a los tratamientos T1, T2, T4 con valores

promedios inferiores a 6 mg/cm? (Figura 8).
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Tratamientos

Efectos del bioproducto bacteriano PGPR en contenido de clorofila total de T. grandis Las
barras de error indican +ES; diferentes letras indican diferencias significativas entre los

promedios a p<0.05 (test Tukey).
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4.3. Discusion

Las rizobacterias benéficas asociadas a las raices de las plantas pueden estimular el
crecimiento y la productividad de diferentes especies forestales por medio de diversos
mecanismos. (Bhattacharyya & Jha, 2012; Saharan & Nehra, 2011; Vessey, 2003) Bajo estas
condiciones experimentales la forma de aplicacion con rizobacterias promotoras de

crecimiento vegetal indujo significativamente en el desarrollo morfolégico de la planta.

La forma de aplicacion foliar y edafica del consorcio PGPR en plantulas de T. grandis mostro
los mayores promedios en nimero de hojas con valores de 7.5 y 7.4, superando a los
tratamientos quimico y testigo con valores promedios de 6.2 y 6.9 respectivamente. Estos
valores son inferiores a los descrito por Krishnan et al. (2004) donde determino el aumento
de hojas en un 35% en comparacion al control en plantulas de Simarouba glauca mediante
la aplicacion de rizobacterias del género Azospirillum spp. y Azotobacter spp. Segun Lavania
(2006) cuando las plantas son colonizadas por rizobacterias promotoras de crecimiento
inducen a la produccion de citoquininas y enzimas hidroliticas que ayudan a la emision de

hojas y proteccidn contra patdgenos en la planta.

En el peso foliar, el tratamiento edafico con promedios de 9.8 g fue superior siendo
estadisticamente superior a los demas tratamientos, sin diferir los tratamientos foliar y
quimica con valores promedios de 8.8 y 8.7g respectivamente, el tratamiento testigo
comprende de los menores promedios de peso foliar con valores de 6.7 g, estos resultados
coinciden con Mohan (1995) reporté que las plantulas de T. grandis inoculadas con

microorganismo PGPRs colonizaron las raices y la filosfera, aumentando el area foliar un
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34% en comparacion al testigo. Angulo et al. (2010) determinaron que las cepas de
rizobacterias del genero Arthrobacter, Lysinibacillus, Rahnellay Bacillus aplicadas en
consorcio promovieron significativamente las plantulas de Eucalyptus nitens debido a la
produccion de &cido indolacético (AIlA), solubilizacion de fosfato y expresar 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa. Las rizobacterias promueve una
mayor biomasa en la plantula porque acciona a una mayor acumulacion de nutrientes por la
produccion de fitohormonas que se activan diferencialmente en los procesos metabdlicos de

la planta, entre ellas interviene las auxinas, citoquininas y giberelinas.

La longitud del tallo presentd6 mayor tamafio en los tratamientos foliar con un promedio de
11.8, estadisticamente igual a los tratamientos edafico y quimico que superan los 11 cm
siendo superiores al tratamiento sin inoculante bacteriano con valores promedios que no
superan los 8.9 cm. Castro-Marciales y Roa-Bermudez (2006) inocularon la cepa
Pseudomonas fluorecens CaChRI41R1 en plantulas de C. alliodora, donde presento efectos
positivos sobre la longitud de plantulas hasta un 45% mayor sobre el testigo en etapa de
vivero debido a la sintesis de AlA, produccion de sideréforos y solubilizacion de fosforo por
parte de la bacteria. Rueda-Puente (2009) afirma que la aplicacion de bacterias promotoras
de crecimiento tiene la particularidad de producir o actuar como inductores en la sintesis de

fitohormonas, en las que figuran las auxinas y giberelinas (AG3) para el desarrollo del tallo.

El didametro de las plantas esta relacionado con la supervivencia de la planta en campo; el
valor minimo sugerido es de 5 mm para especies forestales (Saenz et al., 2010). Garcia et al.
(2004) menciona que las rizobacterias producen quitinasa, glucanasas, proteasas cumpliendo

el rol de intervenir en el reforzamiento de la pared celular y el biocontrol de los patégenos,
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la literatura mencionada coincide con los tratamientos edéfico y quimico presentaron los
mayores promedios de diametro de tallo con 0.8 y 0.71 cm respectivamente, siendo superior

a los demas tratamientos.

Los mayores valores de peso radicular se obtuvieron en los tratamientos T1, T2, T3 con
promedios de 27.43, 25.37, 24.76 g siendo superiores al tratamiento sin inoculante bacteriano
(testigo) que con promedios inferiores a 23.65 g por planta. Montejo-Mayo et al. (2016)
afirma que la aplicacién edafica de la cepa Arthrobacter agilis UMCV2 en plantulas de Pinus
devoniana genera la proliferacion de raices laterales y aumento del peso radicular con
porcentajes del 25y 30% en comparacion al control a los 65 dias después de la germinacion.
Segun Molina-Romero (2015) La produccion de AlA por parte de las rizobacterias permite

una expansion y multiplicacion celular para la formacion de pelos absorbentes.

El peso del tallo presentd mejores resultados los tratamientos edaficos, quimico y foliar con:
2.65, 2.56, 2.51 g siendo estadisticamente superior al tratamiento testigo que presentd valores
de 2 g, este dato concuerda con Morales (2009) que inoculd bacterias nativas del genero
Azospirillum sp. en Maclura tinctoria (L.) D. Don. EX, los resultados mostraron que en 133
dias el peso del tallo aumenté significamente un 30% en comparacion al control. Araya
(2000) determind que el acido giberélico producido por las rizobacterias del género
Pseudomonas spp ejerce una accion directa en el peso del tallo de Alnus acuminata, en este
contexto el desarrollo significativo de las plantulas es debido a la accion de las PGPRs en la
produccion de GA3, ademas de otros compuestos como: produccion de ROS, patrones

moleculares asociados a patdgenos, sideréforos.
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Las aplicaciones de fertilizantes foliares aumentaron la concentracion de clorofila en las
plantulas de T. grandis con promedios de 6.16 mg/cm?. Barrantes (2018) report6 valores
promedios de 4.04 mg/cm?de clorofila en plantulas G. arborea Roxb. con la aplicacion del
fertilizante foliar Bérax a los 90 dias después de la germinacion. Segun Zakria et al. (2008)
los fertilizantes foliares son de facil asimilacion para la planta porqué corrige rapidamente
las deficiencias nutricionales e interviene en la formacion de compuestos fotosintéticos como
la clorofila. La clorofila necesita elementos nutricionales para formar los distintos complejos

nutricionales entre ellos esta: nitrdgeno, magnesio, hierro, cobre.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1. CONCLUSIONES

1.- Los efectos de la inoculacion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal en
plantulas de T. grandis ayudd a mejorar las caracteristicas morfoldgicas en estudio dentro

de los tratamientos Edafico y Foliar.

2.- La aplicacién de rizobacterias promotoras de crecimientos vegetal durante los
primeros 60 dias ejercen un aumento en el desarrollo morfolégico. El peso radicular,
contenido de hojas, diametro del tallo, peso foliar, en el tratamiento edafico aument6 un
14, 17, 20, 32, % comparado al control absoluto sin inoculante. El peso del tallo en los
tratamientos edéaficos, foliar y quimico presentaron un aumento del 25, 22, 21 %

comparado al testigo sin inoculante.

3.- Las aplicaciones quimicas promovieron un 65% el contenido de clorofila en plantulas

de T. grandis comparado al control absoluto sin inoculante. El tratamiento foliar aumento

un 59% del contenido de clorofila comparado al control.
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5.2. RECOMENDACIONES

e Expandir el area de estudio y realizar unidades de monitoreo permanentes para

promover la continuidad de la investigacion.

e Producir masivamente el medio M3. para aplicarlo en plantaciones comerciales

de T. grandis con el fin de realizar nuevos estudios de efectividad en el campo.

e Promover la investigacion de biocontroladores con actividad promotora del

crecimiento y antagonista hacia patogenos de plantulas.

e Realizar reaislamiento de las bacterias en las plantas inoculadas a partir de;

hojas, raices o suelo para corroborar su presencia y efecto.
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