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1. Titulo

Evaluacion de la interaccion del consorcio microbiano Pseudomonas sp y Chlorella sp
como estimuladores de crecimiento vegetal bajo condiciones in vitro en semillas de tomate

(Solanum lycopersicum L.)



2. Resumen

El tomate es el cultivo con mayor importancia en la dieta ecuatoriana y economia nacional, sin embargo
es susceptible a sufrir eficiencias de fosforo (P) en etapas tempranas por su forma insoluble, las bacterias
solubilizadores de fosfatos (BSP) han sido una alternativa rentable y ecoldgica en los ultimos afos, el
objetivo de la presente investigacion es evaluar la interaccién del consorcio bacteria y microalga
(Pseudomonas - Chorella) en la solubilizacion de fosforo en tomate bajo condiciones in vitro, debido a
sus antecedentes como organismos benéficos. dicho estudio se lo realizé en dos fases, la primera en el
laboratorio de microbiologia vegetal y la segunda en el banco de germoplasma de la quinta experimental
La Argelia a través de un DCA donde se calculé la absorbancia para la curva de calibracion de fosfatos
y se midio el nivel de estimulacion en semillas de tomate, los resultaros mostraron que la cepa 9B (SP9)
correspondiente a Pseudomona fluorescens tiene mejores niveles de solubilizacion pero dichos
beneficios son limitados en su uso con Chlorella que demostrd ser un excelente bioestimulante de
germinacion, finalmente se concluye que el uso de un consorcio microbiano como medio pre
germinativo es favorable en comparacion a estimulantes sintéticos a pesar de reducir la germinacion

total

Palabras clave: Hortaliza, microorganismos promotores del crecimiento vegetal (MPCV),

Crecimiento, Desarrollo, Viabilidad.



Abstract

Tomato is the most important crop in the Ecuadorian diet and national economy; however, it is
susceptible to phosphorus (P) efficiencies in early stages due to its insoluble form. Phosphate-
solubilizing bacteria (PSB) have been a profitable alternative and ecological in recent years, the
objective of the present research is to evaluate the interaction of the bacteria and microalgae consortium
(Pseudomonas - Chlorella) in the solubilization of phosphorus in tomato under in vitro conditions, due
to their antecedents as beneficial organisms. This study was carried out in two phases, the first in the
plant microbiology laboratory and the second in the germplasm bank of the La Argelia experimental
farm through a CRD where the absorbance for the phosphate calibration curve was calculated and
measured the level of stimulation in tomato seeds, the results showed that the strain 9B (SP9)
corresponding to Pseudomona fluorescens has better levels of solubilization but these benefits are
limited in its use with Chlorella, which proved to be an excellent germination biostimulant, finally it is
concluded that the use of a microbial consortium as a pre-germination medium is favorable compared

to synthetic stimulants despite reducing total germination.

Keywords: Vegetable, plant growth promoting microorganisms (PGPM), Growth, Development,
Viability.



3. Introduccion

El tomate (Solanum lycopersicum L.) miembro de la familia Solanaceae, incluye méas
de 3000 variedades en todo el mundo (Knapp, 2002). Estudios realizados por Singh et al.
(2022), a nivel mundial se produjeron 186 821 millones de toneladas de este fruto en 5 051 983
ha en 2020. El Ministerio de Agricultura y Ganaderia (2023), presenta que la hortaliza tiene
importancia en la dieta de la poblacidn ecuatoriana y por ende en la economia nacional, tanto
asi que aporta el 0,6 % del valor total de la produccién agricola y actualmente se cultiva en 1
886 ha, lo que equivale a una produccion nacional de mas de 52 000 t, que concentra su
produccion en las provincias de Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura, Pichincha y Tungurahua.
De acuerdo con estudios realizados por la Encuesta de Superficie y Produccion Agropecuaria
Continua (2021) la produccion Lojana en el afio 2021 fue de 11 ha cultivadas, dando como
resultado 49 toneladas.

El cultivo de tomate es susceptible de sufrir deficiencia nutricional de fésforo (P)
durante todo el periodo de crecimiento, lo que supone una grave amenaza para su productividad.
El P es uno de los nutrientes mas necesarios para el cultivo de tomate, sin embargo, también es
el mas desprovisto debido a que el fosfato se deposita en forma de minerales poco solubles en
altas cantidades, en el 98 % de los suelos no puede ser absorbido para la nutricion de los cultivos
(Cerén Rincon y Ancizar Aristizabal Gutiérrez, 2012), lo que conduce a deficiencias con serias
implicaciones para la productividad y el rendimiento (Awasthi et al., 2011).

La mayoria del P se requiere en fases tempranas del desarrollo de las plantas, por lo que
necesita entre 0,2 a 0,4 kg P/t de fruto (L6pez Marin, 2016). Con el incremento de la demanda
en el mercado, los agricultores recurren a fertilizantes quimicos perjudiciales para el medio
ambiente para satisfacer las necesidades de sus cultivos que no proceden del suelo, y utilizan
productos sin conocer las condiciones de su aplicacidon éptima (Corrales et al., 2014). ESPAC
(2022) Identificé que en el afio 2022 en el 79,3 % de la superficie con cultivos transitorios se
aplicaron insumos de sintesis quimica, y se aplicaron 359 kg/ha de fertilizantes quimicos en el
tomate.

En la busqueda de alternativas a los fertilizantes quimicos, en los ultimos afios se ha
demostrado que existen microorganismos que mantienen el equilibrio del suelo y promueven
el crecimiento de las plantas a través de varios mecanismos, como la disolucion de fosfatos y
la liberacion de iones de fosfato disponibles para las plantas (Marques et al., 2015), las bacterias
solubilizadoras de fosfato (BSP). Los microorganismos solubilizadores de fosfato se han

estudiado ampliamente en distintos tipos de ecosistemas, tanto naturales como agricolas, porque



utilizan diversos mecanismos de solubilizacion, como la produccion de &cidos organicos, para
disolver el fosfato insoluble en los rizoides (Beltran, 2014). El uso de microorganismos como
inoculantes para movilizar el fosforo menos disponible en el suelo es una opcidn para reducir
la contaminacion y aumentar la productividad de las plantas (Virgen y Molina, 2013).

Los biofertilizantes o bioabonos se basan en microorganismos que favorecen y apoyan
la nutricion y el crecimiento de las plantas. Se trata de microorganismos del suelo, normalmente
hongos o bacterias, que de forma natural estdn mas o menos relacionados con el sistema
radicular de las plantas. Otro origen que pueden poseer es el uso de extractos de algas, pues,
contienen bioestimulantes como polisacaridos, fitohormonas y oligoelementos que estimulan
el crecimiento de las plantas a través de su modificacion en la microbiota del suelo alterando
determinadas propiedades del mismo, como la actividad enzimatica y favorecen la colonizacion
de microorganismos como los hongos micorricicos o las bacterias fijadoras de nitrégeno
(Farifia, 2022).

Pseudomonas fluorescens es un grupo de bacterias que ha recibido especial atencion
debido a los posibles usos biotecnolégicos de sus cepas promotoras del crecimiento
vegetal, capaces de para degradar compuestos xenobidticos (Leopoldo et al., 1997). Da Silva et
al. (2021), identificd una alta frecuencia de bacterias con actividad de solubilizacién de fosfato,
lo que le permite sugerir que Pseudomonas sp. 11LB15 y Pseudomonas sp. 1.LB34 pueden
tener una aplicacion potencial como biofertilizantes para cultivos agricolas. EIl consorcio de
microalgas con Pesudomonas sp. Pueden aumentar 8 veces la tasa de crecimiento de la biomasa
de las microalgas, los sistemas de interaccion de algas y las BSP pueden liberar fosfato y este
sea usado por las microalgas siendo objeto de estudio los Gltimos afios (Haiwen et al., 2022).

Chlorella es un género de microalga verde acuatica que forma parte de la familia
Chlorophyceae, son organismos simples, no mdviles. Se ha utilizado en estudios de fotosintesis
y respiracion, ademas de que mucho del conocimiento generado sobre la sintesis de
carbohidratos en microalgas ha sido obtenido por los estudios de estas variedades (Farifia,
2022). El uso de los consorcios microbianos a base de bacterias y algas a pesar de los grandes
beneficios que presentan y pueden aportar aun no ha sido probado en semillas de tomate rifion,
por lo que podria representar un aporte significativo en el area agricola, especificamente a los
productores de la ciudad de Loja y la provincia quienes basan su economia en la produccion de
hortalizas y cultivos de ciclo corto.

En consecuencia, el presente estudio tiene relacion con los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS) numero 2, que garantiza la seguridad alimentaria y la mejora de la nutricién

y promover la agricultura sostenible y el ODS 12 “Garantiza modalidades de consumo y
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produccidén sostenibles” (ONU, 2019). Esto se desarrolla en la linea de investigacion de la
Universidad Nacional de Loja denominada “Sistemas Agropecuarios sostenibles para la
soberania alimentaria”

Con lo anterior expuesto, se busca encontrar ¢Existe interaccion en el consorcio

bacteria y microalga para solubilizacion de fosforo en tomate bajo condiciones in vitro?

3.1. Objetivo General

Evaluar la interaccion del consorcio bacteria y microalga en la solubilizacion de fésforo

en tomate bajo condiciones in vitro.

3.2. Objetivos Especificos

e Calcular la solubilizacion de fosfatos y la concentracién de fosforo por la interaccién
del consorcio microbiano bacteria-alga (Pseudomonas sp y Chlorella sp) como
microorganismos estimuladores de crecimiento vegetal.

e Estimular de la germinacion de semillas de tomate en condiciones controladas mediante

la aplicacion del consorcio microbiano bacteria-alga (Pseudomonas sp y Chlorella sp).



4. Marco tedrico

4.1. El Cultivo de Tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es originario de Sudamérica, de la region andina
(Chile, Ecuador, Bolivia, Perd y Colombia), donde existe la mayor variabilidad genética y
abundancia de tipos silvestres. Sin embargo, su domesticacion comenz6 en el sur de México y
el norte de Guatemala y llegd a Europa en el siglo XV1 y principios del XV1I, donde se cultivd
en los jardines de ltalia, Inglaterra, Espafia y Francia, donde se utilizé por primera vez como
planta ornamental por la belleza y el color de su fruto. A finales del siglo XVIII, el tomate
comenzo a cultivarse como planta comestible (Jaramillo, 2013).

Los tomates son ricos en vitaminas A, B1, B2, B6, C y E y en minerales como fosforo,
potasio, magnesio, manganeso, zinc, cobre, sodio, hierro y calcio. También son nutritivos, ya
gue contienen proteinas, hidratos de carbono, fibra, &cido félico, &cido tartarico, &cido succinico

y &cido salicilico (Jaramillo, 2013).

4.2. Interaccion del Consorcio Bacterias y Microalgas

Diversas investigaciones han encontrado un nuevo enfoque de biorremediacion, el
utilizar los consorcios de microalgas y bacterias adheridas, que son ubicuas en plantas,
sedimentos y piedras en agua. Las microalgas tienen la capacidad de asimilar nitrogeno y
fosforo inorganicos en concentraciones muy bajas (por ejemplo, menos de 0,5y 0,03 mg L™),
mientras que las bacterias pueden eliminar nutrientes a través de la asimilacion, la oxidacién
anaerdbica de amoniaco, la nitrificacion y la desnitrificacion de nitrogeno y la absorcion regular
de fésforo. La comprensién de las complejas interacciones entre las microalgas y bacterias
adheridas sefialan como las interacciones cooperativas permiten un consorcio funcionalmente
estable (Liu et al., 2017).

La alta biodiversidad en el consorcio bacteria y microalga soporta interacciones
complejas entre y dentro de los grupos de microalgas y bacterias adjuntas, tales como las
interacciones cooperativas para promover el crecimiento tanto de microalgas como de bacterias,
y las interacciones competitivas 0 antagonistas por nutrientes y espacio. En consecuencia, las
complejas interacciones dentro del consorcio facilitarian la formacién de una estructura
comunitaria estable y el mantenimiento de funciones ecoldgicas sostenibles como grupo (Liu
etal., 2017).

Basicamente, las microalgas pueden sostener el crecimiento bacteriano proporcionando

carbono organico (incluyendo carbohidratos y proteinas), mientras que el consumo de Oz y la



liberacion de CO; por las bacterias reduciran la tension fotosintética de oxigeno y aumentaran
la concentracion de CO> respectivamente, lo que da como resultado un mayor crecimiento de
las algas. A su vez, las bacterias descomponen la materia organica en forma mineral y secretan

metabolitos extracelulares como auxinas y vitamina B2, que son esenciales (Liu et al., 2017).

4.3. Importancia agronémica del fosforo

El fosforo (P) es un macronutriente esencial que participa directamente en los &cidos
nucleicos, la division celular y el crecimiento de nuevos tejidos, que regulan la sintesis de
proteinas y la transferencia de energia. Ademas, es necesario para diversos procesos celulares
como la fotosintesis, el metabolismo de los carbohidratos, la produccion de energia y la
homeostasis redox. El P juega un papel clave en el desarrollo de las raices: modifica la anatomia
y las caracteristicas de las raices, asi como densidad del pelo radicular, con una contribucién
significativa en el aumento del rendimiento de los cultivos. Los niveles adecuados de
disponibilidad de P en los suelos, entre otros factores, contribuyen significativamente a la
productividad de los cultivos. EI P puede limitar el crecimiento normal de las plantas si el suelo
no lo proporciona o las cantidades adecuadas de fertilizantes no se suministran. En
consecuencia, la deficiencia de P puede causar reducciones significativas (hasta un 15 %) en el

rendimiento de los cultivos (Elhaissoufi et al., 2022).

4.4. Disponibilidad del fosforo en los suelos

El fosforo en el suelo existe en diferentes formas quimicas, ya sea organica o
inorganica. Ademas de la fraccion de fésforo facilmente disponible que los fertilizantes
fosfatados pueden proporcionar significativamente, las actividades de las raices y los
microorganismos asociados también contribuyen a mejorar la disponibilidad de fésforo en el
suelo de la rizosfera. Las formas inorganicas de P incluyen minerales que lo contienen como
elemento estructural, tales como apatitas, strengita y variscita, que son muy estables, y su
solubilidad depende del pH del suelo. Las formas organicas de P consisten en compuestos que
varian en términos de biodisponibilidad y solubilidad. Por ejemplo, la mayoria de las formas
organicas de P suelen existir como anhidridos de acido fosférico y formas de fosfonatos
originadas a partir de residuos vegetales y estiércol animal. Mientras tanto, una proporcion
importante de P orgéanico, entre el 3y el 14 %, esté ligada a la biomasa microbiana, que compite
con las plantas por el P disponible. A largo plazo, esta biomasa microbiana podria representar
una reserva temporal inmovilizada de P, que puede mineralizarse y liberarse en la solucion del

suelo como P disponible (Jaramillo, 2013).



Para suplir las necesidades de P en el suelo se estudia el uso de material fosfatado como
lo es la Roca Fosférica (RF). La aplicacion de RF a los suelos como fuente de fosforo
fertilizante (P) es una practica que se ha estudiado en los uUltimos afios. Los resultados
experimentales han demostrado que la RF es mas efectiva cuando se usa en suelos acidos que
son extremadamente deficientes en P. Sin embargo, esta depende principalmente de su
solubilidad. Para aumentar la eficiencia agrondmica de RF, el uso de microorganismos
agricolamente beneficiosos involucrados en el ciclo P es una estrategia biotecnologica

prometedora que ha ganado interés mundial en las ultimas décadas (Jaramillo, 2013).

4.5. Bacterias Solubilizadores de Fosforo

Los microorganismos comunmente conocidos como solubilizadores de P (SP)
pertenecen al grupo de microrganismos promotores del crecimiento vegetal (MPCV) debido a
sus capacidades de fitoestimulacion. Entre los MPCV, las rizobacterias promotoras del
crecimiento de las plantas exhiben una mayor capacidad de solubilizacién de P y se han
categorizado como bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) porque presentan beneficios
sustanciales para el crecimiento y el rendimiento de las plantas (Jaramillo, 2013).

Las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) son capaces de solubilizar la forma de P
no disponible en formas solubles, mejorando asi la disponibilidad posterior de P para las
plantas. Especies bacterianas pertenecientes a varios géneros tales como Pseudomonas
spp. Agrobacterium spp. Y Bacillus spp, se utilizan como inoculantes del suelo para aumentar
la disponibilidad de fésforo (Jaramillo, 2013).

4.5.1. Pseudomonas sp

Son bacterias que pueden ejercer un efecto benéfico directo, a través de la sintesis de
fitohormonas y de vitaminas, estimulacién de la germinacion de semillas y emergencia de
plantulas, inhibicion de la sintesis de etileno y solubilizacion de fésforo (P) inorganico. De
manera indirecta, favorecen a la planta por medio de sintesis de antibioticos y fungicidas,
competencia por nutrientes, produccién de sider6foros o por la induccién de la resistencia
sistémica a patdgenos. Pueden también actuar como agentes de control bioldgico, capaces de

proteger a las plantas de la infeccidn, causadas por agentes fitopatégenos (Cano, 2011).

4.6. Microalgas

Las microalgas son organismos microscopicos que se encuentran tanto en el mar como

en el agua dulce. Pueden clasificarse como microrganismos eucariotas o cianobacterias



procariotas (algas verdeazuladas), con mas de 25 000 especies ya aisladas e identificadas. Se
caracterizan por el corto tiempo de generacion, lo que les permite multiplicarse
exponencialmente en condiciones ambientales favorables. En la practica, a diferencia de los
cultivos comestibles, las microalgas no presentan un problema ético, ya que no son necesarios
terrenos cultivables para su uso. Ademas, la proliferacion de microalgas tiene lugar durante
todo el afio, por lo que podrian producirse durante todas las estaciones. La alta tasa de
productividad de las microalgas garantiza una rapida generacion de los productos deseados y,
lo que es mas importante, causa una mayor capacidad y tasa de fijacion de CO, (Gomez Luna,
2007).

4.6.1. Chlorella sp

Muchas microalgas del suelo pueden fijar el nitrégeno de la atmésfera y convertir el
fosforo insoluble en una forma soluble. En comparacion con otras microalgas, Chlorella sp.
Tiene una gran capacidad para producir oxigeno y presenta ventajas evidentes en cuanto a
tolerancia al estrés y eficiencia de eliminacion de contaminantes. Chlorella sp. Puede promover
la biodegradacién de la materia organica del suelo y aumentar el contenido de carbono organico
del suelo y nitrogeno nitrico (Jaramillo et al., 2013).

Chlorella sp. Es un alga verde de forma elipsoidal, la cual crece en forma de células simples.
Pertenece a la division Chlorophyta y a la clase de las Chlorophyceae. Se ha cultivado de forma
intensiva con fines de alimentacion y obtencion de metabolitos. EIl sistema por lote es el mas
utilizado a gran escala por su bajo riesgo de contaminacion y facil implementacion (Infante et
al., 2012).

El género ha sido aplicado al tratamiento biol6gico de aguas residuales, probando su
efectividad en la remocién de nitrégeno, fésforo, demanda quimica de oxigeno y metales. Su
uso en aplicaciones de biorremediacion ha sido bastante amplio, en forma suspendida o
inmovilizada, como cepa pura 0 en asociacién con otros microorganismos no fotosintéticos
(Infante et al., 2012).

4.7. Método colorimétrico para la cuantificacion de fosfatos (Mo-Blue)

Los métodos colorimétricos para identificar el fosfato permiten cuantificar los iones de
orto fosfato como producto de la solubilizacion de los compuestos fosfatados, el método de azul
de molibdeno es un método descrito por Murphy and Riley (1962) en el que determina los orto-
fosfatos que hay disueltos en una muestra acuosa. Determinando el color azul formado por la

reaccion de los orto-fosfatos, el ion molibdato y el ion antimonio, reducidos con acido ascorbico
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en medio &cido pH<1. El complejo azul de fosfo-molibdeno, donde el resultante es detectado
en el interior de un espectrofotometro a 880 nm (Rodriguez-Gamez et at., 2013).

4.7.1. Medio NBRIP

Nautiyal (1999) demostré que el medio NBRIP (National Botanical Research Institute
Phosphate growth medium) resultd ser méas eficiente que el medio Pikovskaya (PVK), para
detectar microorganismos solubilizadores de fosfato, siendo mayor en el ensayo en caldo que
demostro consistentemente una eficiencia aproximadamente 3 veces mayor en comparacion
con PVK a diferencia del ensayo en placas de agar, sugiriendo que los microbios del suelo
deben examinarse en el ensayo de caldo NBRIP para identificar los solubilizantes de fosfato

maés eficientes.

4.7.2. Uso del fosfato tricalcico (CasPO4) como factor universal para el aislamiento y

evaluacion de bacterias solubilizadoras de fosforo

Se conoce que cerca de 90 % de esos insumos se precipitan como formas insolubles de
fosfato tricalcico (CasPOa4) en suelos alcalinos, y fosfato de hierro (FePO4) o fosfato de aluminio
(AIPO4) en suelos &cidos, que no son utilizables por las plantas lo cual favorece su acumulacion
(Beltran, 2014). A su vez Corrales (2014) expone que por reacciones quimicas las bacterias son
capaces de convertir el fosfato tricalcico Caz (PO4)? en fosfato di y monobasicos asimilables
para las plantas.
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5. Metodologia

5.1. Localizacion del Estudio

El presente estudio se realizé en el canton Loja de la provincia de Loja, la primera fase
del ensayo se realiz en el Laboratorio de Microbiologia Vegetal del Centro de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Loja, cuyas coordenadas son Latitud: 04° 03’ 74" Sur, longitud
79°20'46" Oeste, y altitud de 2 134 msnm (figura 1), mientras que la segunda fase se realiz6
en el Banco de Germoplasma ubicado en la Quinta Experimental La Argelia, cuyas coordenadas
son en 4° 02’ 15"de Latitud Sur, 79° 11’ 59”de Longitud Oeste y a una altitud de 2 133 m.s.n.m
(Google Earth, 2023).

Unlver5|dad Facultad de la Energla
Las lndustnas y los
Nacional

de LoJa l Ql Facultad de Artes
Oumta Expenmeltal La Argelia

Rad
%
Centro de B|otetno|og|a b
s\ Jardn‘ Botanico 3 z
‘Qndrca Social Remaldu Eapmo\a i
invirativar: UNL -
Far]u‘c Universitario de
cacion Ambiental y
Figura 1. Ublcacmn del Laboratorlo de Microbiologia Vegetal, del Centro de Biotecnologia y de
la Quinta Experimental La Argelia, de la Universidad Nacional de Loja, cuyas ubicaciones estan
marcadas de rojo (Google Earth, 2023).

5.2. Metodologia General

El siguiente estudio tiene un enfoque experimental, con un alcance descriptivo,
desarrollado en dos etapas, la primera se evalla en cantidad la solubilizacion de fésforo que
puede existir en la interacciéon del consorcio bacteria-alga bajo condiciones controladas y la
segunda etapa se evalla a través de la estimulacion de crecimiento en las semillas, el numero
de semillas y las caracteristicas que estas presentan bajo los distintos tratamientos,

Las semillas fueron adquiridas de origen comercial, se uso el tomate Pomodoro de
variedad FLORADADE, mientras que las cepas de bacterias Pseudomonas y la microalga
Chlorella sp fueron proporcionadas por el Centro de Biotecnologia
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5.3. Disefio Experimental

Para la primera fase de la investigacion se tomaron las 5 cepas y la microalga (figura 2)
junto a un control con 5 repeticiones cada una, siendo cada cepa una unidad experimental, al
ser un ensayo de espectrofotometria no requiere de un disefio en especifico, a diferencia de la
segunda etapa al ser en condiciones controladas se realiza un disefio completamente al azar
(DCA), se toma como unidad experimental una planta con 10 repeticiones por cada tratamiento
(figura 3) durante el lapso de 30 dias como se muestra en la siguientes figuras. El agua destilada

se emplea como testigo negativo y el acido Indo acético como testigo positivo

Testigo T:0
Pseudomona sp. 2F (MA2) | T:1

Pseudomona sp. 6F (LC6)

Pseudomona sp. 9B (SP9)
Pseudomona sp. 10F (SP10)

Pseudomona sp. 13F (SP13) = T:5
Chiorella sp. -

Figura 2. Tratamientos para el primer objetivo de Solubilizacion de Fosfatos, tomando como
testigo caldo nutriente sin inocular

: -
. l l-. = = ll. s, [
Pseudomona sp. y
R7 Chlorella sp.

Figura 3. Disefio completamente al azar (DCA) cada planta es una unidad experimental con 10
repeticiones sometidas a 5 tratamientos dentro de la Quinta Experimental La Argelia

Aegua Destilada T:0

Acido Indo acético
(AL4)

Pseudomona sp. -

T:1

5.4. Metodologia para el primer objetivo:

Calcular la solubilizacion de fosfatos y la concentracion de fosforo por la interaccion del
consorcio microbiano bacteria-alga (Pseudomonas sp y Chlorella sp) como microorganismos
estimuladores de crecimiento vegetal.

Se us6 una metodologia propuesta por Acurio Vasconez et al. (2020). Se evaluaron 5
cepas de Pseudomonas sp, bajo luz UV (254 nm) y una muestra de Chorella sp, (Tabla 1), las

bacterias se reactivaron en tubos de ensayo con caldo nutritivo y se incubaron a 37 °C durante
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48 horas. Se prepar6 un medio de cultivo NBRIP con la formulacion usada por Tejera et al.
(2013) (Glucosa, 10g; CasPO4, 5 g; MgCi2 6H20, 0,25 g; KCl, 0,2 g; (NH4)? SOs4, 0,1g; H20
destilada, 1 L), el medio se esteriliz6 a 121 °C por 15 minutos y 1 atm de presién, el fosfato
tricalcico se esterilizd en seco por separado y se agregé al medio estéril NBRP. Se sembr6 200
pL de las bacterias activas en matraces de 100 mL con 50 mL de medio NBRIP y se incubaron
con agitacion a 30 °C y 100 rpm, durante 7 dias, se usd6 Mo-Blue con agua destilada para el
blanco (Rodriguez et al., 2013).

Tabla 1. Cepas evaluadas de Pseudomonas sp

Numero de Localidad Cultivo Cddigos de laboratorio Cddigos

aislado reportado en el
TIC

2F Macara Arroz PM2R2 MA2

6F Loja Coliflor PM6R1 LC6

9B Saraguro  Papa PM8R1 SP9

10F Saraguro  Papa PM8R1.2 SP10

13F Saraguro  Papa PM9R2 SP13

Elaborado por: Nayeli Cumbicos (2023)

Asi mismo, se preparo el reactivo Mo-Blue con soluciones de &cido sulfarico (H2SOs,
sN), tartrato de antimonio y potasio (CsHsK2012Sh2-3H20), molibdato de amonio
((NH4)6M07024) y &cido ascorbico (CsHgOs, 0,1 M) mediante la metodologia de Bobadilla y
Rincén (2008).

5.4.1. Curva de calibracion y espectrofotometria

Para la curva de calibracion, se parti6 de la metodologia propuesta por Murphy & Riley

(1962), se realizaron soluciones madre en partes por millon (ppm) de KH2PO4 en diferentes

concentraciones de agua destilada, se realizaron los estandares detallados en la tabla 2, para el

blanco se us6 agua con reactivo Mo Blue.

Tabla 2. Curva de calibracion de fosfatos
Soluciones estandar ppm

mg de fosfato (KH2PO4) (uL) Disolucién agua destilada

(Mg/mL) (uL)
0 0 3200
1 100 3100
2 200 3000
4 400 2800
6 600 2600
8 800 2400
10 1000 2200

Elaborado por: Nayeli Cumbicos (2023)

De las soluciones madre, se extrajeron 2 ml en frascos ambar por triplicado, agregando
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800 pL del reactivo Mo-Blue, se agitd y se dejo reposar en temperatura ambiente. A los 15
minutos se midio la absorbancia a 880 nm en el espectrofotometro UV-visible JENWAY, y se
obtiene una media de los datos como se muestra en la tabla 3, obteniendo asi una curva estandar
y = 0.0545x + 0.0298 con un R? =0.9847 como se muestra en la figura 4.

Tabla 3. Absorbancias para la curva de calibracion de fosfatos.

PPM ABS 880 nm
0 0,000
1 0,080
2 0,154
4 0,259
6 0,383
8 0,486
10 0,536

Elaborado por: Nayeli Cumbicos (2023)
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Figura 4. Curva de calibracion estandar de fosfatos. Fuente: Nayeli Cumbicos (2023)

Transcurrido el periodo de incubacion se centrifugaron 2 mL de muestra a 5.000 rpm
durante dos minutos, al finalizar se tomaron 500 pL del sobrenadante y se mezclaron con 800
uL de reactivo Mo-Blue. Posteriormente, se aford a 2 mL con agua destilada y se midié por
espectrofotometria a 880 nm en el espectrofotdmetro. La absorbancia obtenida se reemplaz6 en
la ecuacion de la curva patron para determinar la concentracion (ppm) de fosfatos solubilizados

por cada concentracion de ppm.
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5.5. Metodologia para el Segundo Objetivo:

Medir el nivel de estimulacion de la germinacion de semillas de tomate en condiciones in

vitro mediante la aplicacion del consorcio microbiano bacteria-alga (Pseudomonas sp y Chlorella

sp)

5.5.1. Reactivacion de cepas

1.

Las cepas activadas en agar nutrientes fueron conservadas en medio King B e incubadas
a 28 °C +/- 2 °C durante 72 horas.
Para determinar si las cepas de Pseudomonas sp son P. fluorescens se verificaron por

la emisidn de fluorescencia de las colonias bajo luz UV (254 nm).

5.5.2. Inoculacién de Pseudomonas sp en semilla de tomate mediante Bio-priming

1.

Para la inoculacion de los tratamientos se ocup6 el método propuesto por Rivera-Conde
et al (2018). Por cada réplica se colocaron 33 semillas dentro de una gasa y se cerré con
ligas dentro de un frasco con 1 L de agua destilada en aireacion por 24 h mediante una
bomba de pecera. Después, las semillas se distribuyeron uniformemente en placas Petri
de pléstico (60 mm didmetro) y se elimino el agua de la superficie mediante aireacion
con dos ventiladores por 3 h en condiciones de laboratorio.

Las Pseudomonas se inocularon por triplicado para cada cepa mediante la inmersion de
la semilla por 2 h en 2 mL de una suspensién bacteriana a una densidad celular de 3,9
x 10° UFC-mL™* (absorbancia de 1,740 a 560 nm).

Chlorella se inoculé por triplicado mediante la inmersion de la semilla por 2 hen 2 mL
de una suspension de Chlorella de densidad celular de 1 x 107 cel/ml (absorbancia de
0,336 a 560 nm) (Bumandalai, 2019).

Para la evaluacion del consorcio se establecié una relacién 1 ml de Chlorella de densidad
celular de 1,17 x 107 cel/ml (absorbancia de 0,660 a 560 nm) junto con 1 ml de
Pseudomonas a una densidad celular de 3,7 x 10° UFC-mL* (absorbancia de 1,381 a560
nm).

Cada tratamiento se colocé en placas Petri con papel filtro estéril, se agregaron 3.5 mL
de agua destilada a cada caja y se colocaron en una cdmara de germinacion a 28 + 2 °C
durante 5 dias.

Una vez transcurrido el tiempo establecido, se evalu6 el porcentaje de germinacion en

las semillas que cumplen el periodo establecido en la cAmara y de las bandejas de germinacién

a traveés de la siguiente férmula:
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L, N2 semillas germinadas
% Germinacion = - x 100
N? total de semillas

6. Tiempo de germinacion Tso

Asi mismo se evaluo el tiempo en dias en el que las semillas con el tratamiento de

Chlorella germinaron al 50 % de acuerdo con la ecuacion descrita por Salehzade., et al. (2009).

(5 —ni) @ -t

Teo = ti +
50 nj —ni

Donde N es el numero final de germinacion, nj y ni son el nimero acumulado de semillas
germinadas por conteo adyacente al momento en que ni < N/2 < nj, ti el nimero de dias que

corresponden a ni y tj el nimero de dias que corresponden a nj.
5.5.3. Evaluacién del consorcio bacteria microalga en el vigor de plantula de tomate

1. Se seleccionaron al azar 10 semillas germinadas por cada repeticion del experimento
anterior y se trasplantaron en bandejas de plastico durante 30 dias con turba rubia PRO-
MIX PGX esterilizada a 121 °C por 1.5 h. Se tomaron 10 plantulas por repeticién (30
plantulas por tratamiento), se lavaron las raices con agua corriente y se dejaron a
temperatura ambiente por 72 h; posteriormente, se colocaron en una estufaa 42 °C por

1 h y después permanecieron a 60 °C por 24 h (Rivera-Conde et al., 2018).

Al finalizar, con una balanza analitica, se obtuvo las medidas de altura, longitud de

raices y numero de hojas.

5.6. Analisis Estadistico

Para el Analisis estadistico de los resultados se usé el software INFOSTAT para realizar
un anélisis de varianzas (ANOVA) en donde se determina si existe diferencia significativa entre
las variables avalado con pruebas de normalidad y varianza, para posteriormente realizar una
prueba Tukey al 5%, en las variables que no cumplen con lo anterior mencionado, se someten
a una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para identificar la diferencia entre los

tratamientos.
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6. Resultados

6.1. Resultados para el Primer Objetivo:

Calcular la solubilizacion de fosfatos y la concentracion de fosforo por la interaccién del
consorcio microbiano bacteria-alga (Pseudomonas sp y Chlorella sp) como microorganismos
estimuladores de crecimiento vegetal.

La cepa 9B (SP9) fue la unica cepa fluorescente UV (254 nm) que podria ser
Pseudomona fluorescens (figura 5), una de cuyas caracteristicas mas importantes fue la
fluorescencia como indicador del productor de auxinas y solubilizador de fosfato. Por lo tanto,

es seleccionada para evaluar su capacidad de concentrar fosfatos para la prueba.

Figura 5. Prueba de luz UV (254 nm) a las 5 cepas de Pseudomona sp (A) identificando a la cepa
9B (SP9) como Pseudomona fluorescens (B) Fuente: Nayeli Cumbicos (2023)

Las cepas de Pseudomonas (MA2), (SP10) y (SP13), fueron descartadas al presentas
absorbancias negativas, (Tabla 4) es decir, no asimilaban el fsforo de mejor manera. Mientras
la cepa 9B (SP9) fue quien presentd mayores niveles de solubilizacion con un valor de 5.39, la
cepa 6F (LC6) tuvo un valor de 2.96 que no es significativamente diferente a Chlorella sp con
2.54.

Tabla 4. Solubilizacion y concentracion de fosfato tricalcico en 3 cepas viables de Pseudomonas
sp y una muestra de Chlorella sp tras las 168 horas de incubacion mediante la curva patrén obtenida
para la absorbancia de fosfatos.

Absorbancia

Tratamiento Medias

T3: Pseudomona sp 9B (SP9) 5.39 a

T2: Pseudomona sp 6F (LC6) 2.96 b

T6: Chlorella sp 2.54 b

TO: Testigo -0.57 c

T1 Pseudomona sp 2F (MA2) -2.64 d

T5 Pseudomona sp 13F (SP13) -4.01 d e
T4 Pseudomona sp 10F (SP10) -4.56 e

Letras desiguales difieren significativamente por la prueba de Kruskal Wallis (¢<0,05). Fuente:
Nayeli Cumbicos (2023).
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6.2. Resultados para el Segundo Objetivo:

Medir el nivel de estimulacion de la germinacién de semillas de tomate en condiciones in

vitro mediante la aplicacion del consorcio microbiano bacteria-alga (Pseudomonas sp y Chlorella

sp)
Se encontr6 que Chlorella sp (T3) presenta el mayor porcentaje respecto a la

germinacion, con un valor de 57.16 %, superando a los tratamientos de control negativo TO
(51.08) y positivo T1 (42.99 %), por otro lado, el T4 correspondiente al consorcio de la bacteria
microalga ha presentado valores similares al T1 con un valor del 41.89 %, por ultimo,

Pseudomona fluorescens ha presentado menor germinacion con un valor de 26.57 %

(o))
o

a

U
o

ab

N
o

=N
o o

Porcentaje de Germinacién %
w
o

o

Tratamientos
HT3 TO T1 WET4 HET2

Figura 6. Porcentaje de germinacion a los cinco dias en la camara de germinacion. Fuente: Nayeli
Cumbicos (2023) Barras con letras desiguales difieren significativamente por la prueba de Tukey
(p<0,05). Leyenda: TO (Agua Destilada); T1 (Acido Indo acético): T2 (Pseudomona sp); T3 (Chlorella
sp); T4 (Pseudomona sp + Chlorella sp).

Se observé que el tratamiento testigo (T0) (Agua Destilada) tuvo la mejor velocidad de
germinacion con un valor de 89.68 % seguido por el tratamiento quimico (T1) (Acido Indo
acético) con un valor de 78.16, siendo estos los tratamientos de control, los tratamientos a
probar mostraron cambios a diferencia del ensayo anterior, pues el T4 (Pseudomona sp +
Chlorella) ha sido el tratamiento con mejores resultados con 73.36 siendo significativamente
diferente a Chlorella sp ( T3) (69.6) y Pseudomona fluorescens (T2) (66.72).
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Figura 7. Velocidad de germinacién (T50) transformados a horas en 5 tratamientos. Fuente:
Nayeli Cumbicos (2023). Barras con letras desiguales difieren significativamente por la prueba de
Tukey (p<0,05). Leyenda: TO (Agua Destilada); T1 (Acido Indo acético): T2 (Pseudomona sp); T3
(Chlorella sp); T4 (Pseudomona sp + Chlorella sp).

Con respecto a las hojas verdaderas, se observé que en la primera semana de evaluacion
no hubo diferencias significativas respecto a los tratamientos, por otro lado, a partir de la
segunda semana el tratamiento quimico y el tratamiento bacteriano (T2) (Pseudomona sp) no
tuvieron diferencias significativas entre si, en la tercera semana el tratamiento de microalga
(T3) (Chlorella sp) es quien presenta menor respuesta a diferencia del resto de tratamientos, en
la cuarta semana el tratamiento testigo y el tratamiento quimico (T1 y T2) fueron

significativamente diferentes al resto de tratamientos (T2,T3y T4).

Tabla 5. Hojas verdaderas en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) A lo largo de la
evaluacion.

Hojas verdaderas

semanas

Tratamientos 1 2 3 4
TO: Agua (cm) 1.10a 200b 290ab 4.10a
T1: Ac Indolacético (cm) 190a 270a 330a 400a
T2: Pseudomonas (cm) 1.10a 2.10ab 250abc 340D
T3: Chlorella (cm) 1.00a 170b 200c 320D

T4: Pseudomona + Chlorellasp 1.20a 1.70b 240b 3.10b
Letras desiguales difieren significativamente por la prueba de Kruskal Wallis (¢<0,05).
Fuente: Nayeli Cumbicos (2023).

Por otro lado, en la altura de las plantas, el tratamiento quimico y el tratamiento del
consorcio (T1 y T4) fueron significativamente diferentes al resto de tratamientos desde el dia
uno hasta el dia veintiuno, a partir del dia veintiséis hasta finalizar el dia treinta, los tratamiento
testigo, quimico, bacteriano y de consorcio (TO, T1, T2 y T4) no presentaron diferencias

significativas entre si.
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Tabla 6. Altura de la planta de tomate (Solanum lycopersicum L.) A lo largo de la evaluacion.

Altura de la planta

Dias
Tratamientos 1 6 11 16 21 16 30
T0: Agua 025b 187b 316ab 457ab 617ab 78%a 919a
T1: Ac Indolacético 015b 219ab 377a 544a 73%a 938a 1l12a
T2: Psendomonas sp D78ab 255a 36lab 441ab 567ab 7T87a 101a
T3: Chlorella sp 040ab 161b 301b 383b 489b 3597b 698b
T4: Pseudomona sp+ Chlorellasp 1.11a 258a 385a 3526a 705a 842a 105a

Fuente: Nayeli Cumbicos (2023).

Letras desiguales difieren significativamente por la prueba de Kruskal Wallis (a<0,05).

En cuanto a la longitud de raices, se encontré que el tratamiento microalga (T3) (Chlorella sp)

tuvo mayor diferencia significativa respecto a los deméas tratamientos con un valor de 10.67,

seguido del tratamiento quimico (T1) (Acido Indo acético) (8.23), los tratamientos del

consorcio y testigo (T4 y TO) (Pseudomona sp + Chlorella sp) (Agua Destilada) no presentaron

diferencias entre si (7.62 y 6.67 respectivamente), por otro lado, el tratamiento bacteriano (T2)

(Pseudomona sp) presentd el menor valor con 3.21.
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Figura 8. Longitud de raices al finalizar el ensayo en cinco tratamientos. Fuente: Nayeli
Cumbicos (2023). Barras con letras desiguales difieren significativamente por la prueba de Tukey
(p<0,05). Leyenda: TO (Agua Destilada); T1 (Acido Indo acético): T2 (Pseudomona sp); T3 (Chlorella

sp); T4 (Pseudomona sp + Chlorella sp).
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7. Discusiones

7.1. Discusion para el Primer Obijetivo

La cepa 9B (SP9) mostro la absorbancia mas alta entre todos los tratamientos evaluados,
lo que indica que puede solubilizar mejor el fosforo (Tabla 4). Esto coincide con los resultados
de Buono y Ulla (2016) que presentaron un analisis cuantitativo de fosfato tricalcico en el medio
liqguido NBRIP mostrando que P. fluorescens solubiliz6 més fosfato (405,3 mg/l) que otras
bacterias probadas después de 6 dias de incubacion. Es probable que esta distincion se haya
producido debido a los diferentes tiempos de incubacion, condiciones de luz y método de
evaluacion, lo que se confirma por los resultados de Ruiz-Chutan et al., (2021) al evaluar la
estabilidad de solubilizacion en diferentes aislados de P fluorescens donde se observé que el
comportamiento es variado entre todos los aislados, siendo mayor su capacidad de
solubilizacion en la resiembra o siendo menor en las pruebas de estabilidad y otros que no
muestran ningun patron definido en su capacidad de solubilizacion, en el presente estudio se
debe considerar que se evaludé con una bacteria identificada en género pero no especie
especificamente, ademas existe el factor tiempo que influye en su capacidad de solubilizar
fosfatos. Restrepo et al., (2015) Evalud las cepa P fluorescens a través de un medio sélido con
un regulador de fosfato tricalcio donde se encontraron halos alrededor de la muestra UFC
donde demostraba su capacidad de solubilizacion, debe aclarase que aparte de los estudios
mencionados anteriormente, se han realizado en medios sélidos a diferencia del presente

estudio en medio liquido.

7.2. Discusién para el Segundo Objetivo

El tratamiento T3 correspondiente a Chlorella sp tuvo los valores més altos en la
germinacion de semillas, a diferencia del T2 (Pseudomona sp.) que fue de los valores més bajos.
Esto podria explicarse a que Chlorella sp posee mayores capacidades de asimilaciéon al tratarse
de una microalga. Por otro lado, Rivera-Conde et al., (2018) evaluaron la capacidad germinativa
de la bacteria Pseudomona f. obteniendo valores positivos de hasta 95.9 %, sin embargo hay
que considerar que no realizaron comparaciones con otras bacterias u organismos, aunque estas
observaciones podrian explicar como el tratamiento T4 correspondiente al consorcio tuvo
valores superiores a la bacteria, pero menores a los testigos, es decir , la capacidad germinativa
de Chlorella sp, se ve muy reducida para acelerar el proceso de la bacteria, pero es
contradictorio al estudio de Manikandan et al., (2010) que incrementé el proceso germinativo

desde el segundo dia realizando una inoculacién a las semillas desde el propio suelo, caso
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contrario al presente estudio donde se lo realiza de manera aislada. Esto también se refleja en
los resultados de Ferras et al. (2022) al momento de someter semillas de cacao en tratamientos
con Chlorella sp, resultando que la aplicacion de Pseudomona sp a las semillas de cacao durante
la siembra tuvo un impacto positivo y significativo en su emergencia; en comparacion con las
semillas en el mismo volumen de abono organico, su emergencia aument6 un 14,57%. Por lo
tanto, Pseudomonas tiene mejor eficacia cuando se evalla en sustrato porque podria aumentar
su capacidad en consorcio con Chlorella sp ya que con un sustrato como lo es la turba,
Pseudomonas f. libera auxinas, giberelinas y citoquininas ademas, que incrementaria el
crecimiento de la microalga lo que permite la germinacion a diferencia del presente ensayo en
formulaciones puras.

Estas conjeturas también se ven reflejadas en la velocidad de germinacion T sg, pues a
pesar de que el T3 (Chlorella sp) posee una gran capacidad germinativa, es el T4 (Pseudomona
sp + Chlorella sp) quien presentd la mejor velocidad en germinar las semillas. superado
Unicamente por los tratamientos testigo (TO y T1), esta posicion también se observa en los
estudios de Rivera-Conde et al., (2018) donde el T 50 h 14 cepas (75 %) de 20 cepas inoculadas
con Pseudomonas f. aumenten la velocidad de germinacion con respecto al testigo entre 31y
38 horas siendo independientes de su porcentaje de germinacion, entonces, T3 ( Chlorella sp)
puede desarrollar més rapido las semillas pero a una velocidad mas lenta (66.72 h), caso
contrario con T2 ( Pseudomonas sp) que puede germinar un poco mas rapido (69.6 h) pero no
desarrollarlo, su uso en consorcio (T4) por accion de ambos organismos aceleran su velocidad
(73.36 h) pero no su desarrollo, esto puede deberse a que la microalga no posee otros
organismos ni suelo vivo en donde realizar y liberar los carbohidratos y auxinas para la misma
semilla. Gomez et al. (2022) explica que gracias a la produccion de polisacaridos y mucilagos,
la Chlorella fortalece el suelo, aporta minerales y ayuda a la estructura. Ademas, un consorcio
de cianobacterias, microalgas, y bacterias del suelo promueve la fertilidad, la absorcion y
almacenamiento de agua, la produccién primaria, la eliminacion de contaminantes, y la
estabilidad general del suelo.

En el caso de las hojas verdaderas presentes al finalizar el ensayo, se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos testigo (TO y T1) del resto de tratamientos, esta
respuesta difiere significativamente con los resultados de Lino et al. (2021), Donde evaluo
distintos consorcios con Chlorella vulgaris durante 64 dias, encontrando que si la microalga
tiene mas de un organismo, mayor cantidad de carbohidratos liberara y existira un mayor
namero de hojas, en el presente estudio la microalga presente no ha sido estudiada por especie

mas que genero ademas que los tiempos de evaluacion son distintos junto a la evaluacion y el
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cultivo (cilantro).

Con respecto a la Altura de las plantas a lo largo del estudio, el tratamiento T1 (Acido
Indo acético) y el T4 (Pseudomona sp + Chlorella sp) no presentaron diferencias entre si,
siendo los que mejor respuesta tienen, siendo similares a los resultados de Manikandan et al.,
(2010) evaluando solo Pseudomonas sp, con valores maximos de 6.20 cm. Esto es positivo ya
que podrian ser aceptados con mayor facilidad en el mercado como alternativa bioldgica de los
fertilizantes quimicos. Cochard et al., (2022) aplicé aislados bacterianos en plantulas de tomate
donde encontré que Pseudomonas fluorescens era capaz de desarrollar las plantas tras una
aplicacion en campo dando resultados favorables. En el presente ensayo, los resultados de
estimulacion del crecimiento después de 30 dias son muy cercanos a los obtenidos con el control
positivo T1 (Acido Indo acético), lo que indica que las bacterias tienen una accion fertilizadora
igual a los fertilizantes quimicos. En el caso del T3 (Chlorella sp), la investigacion de Sanchez
Gutiérrez (2018), sugiere que Chlorella sp. Reacciona de mejor manera en un consorcio con
una bacteria que en solitario, esto podria deberse a que cuenta con suelo organico donde liberar
nitrégeno y carbohidratos que absorbe de la solubilizacion de la bacteria, por lo tanto, el
desarrollo de las plantas empieza a acelerar.

Finalmente, la longitud de raices también ha sufrido cambios pues no tiene una relacién
proporcional con las alturas, el tratamiento T3 (Chlorella sp), ha sido quien presentd las raices
con mayor longitud (10.67 cm), superando al tratamiento Quimico T1 (Acido Indo acético),
mientras tanto el T4 (Pseudomona sp + Chlorella sp) (7.62 cm) supera al tratamiento bacteriano
T2 (Pseudomona sp) (3.21 cm), por lo tanto presenta el mismo estado que los resultados de
germinacién, sin embargo estos logran beneficiarse entre si, Pseudomona sp inhibe el desarrollo
de las raices pero Chlorella sp. Compensa esto en el desarrollo del area foliar, Sdnchez
Gutiérrez (2018) tiene una respuesta similar para el uso de Chlorella vulgaris en consorcio con
otras bacterias de estiércol y fertilizantes sintéticos, donde su uso en consorcio ha logrado tener
raices de 31 cm, ademas, hay que considerar que en el presente estudio se evalud tanto de
bacteria como microalga identificadas en especie pero no en género especifico bajo condiciones
distintas. Becerra y Rojas (2019). Evaluaron la capacidad de Chlorella como bioestimulante
donde el tratamiento algal tuvo longitudes radiculares de 34.05 cm, relacionados de forma
directa con sus alturas, el uso de consorcio como bioestimulante genera mayores beneficios

desde el desarrollo foliar que germinativo.

24



8. Conclusiones

e Pseudomonas fluorescens de la cepa 9B (SP9) y Chlorella sp pueden solubilizar el
fésforo de manera mas efectiva, y su uso en conjunto tiene resultados positivos como
bioestimuladores foliares, igualando la capacidad de un estimulante sintético, lo que
reduce los costos de produccion y seria una alternativa rentable y ecoldgica.

e Chlorella sp. funciona mejor como bioestimulante de germinacién con o sin contacto con
el suelo que los tratamientos quimicos, aungue reduce su velocidad germinativa. Por lo
tanto, su uso es beneficioso para futuras investigaciones y también se puede usar como
tratamiento pregerminativo, ya sea en mucilago o en condiciones controladas como la
camara de germinacion.

e Eluso de un consorcio microbiano como medio pregerminativo en condiciones de cAmara
es similar al uso de componentes sintéticos, y se deben evaluar las condiciones y la

formulacién en las que su respuesta pueda superar los estimulantes sintéticos.
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9. Recomendaciones

» Inocular por mas tiempo las cepas de Pseudomonas sp. para evaluar su capacidad de
concentracion de fosfato tricalcico respecto al tiempo.

» Probar el tratamiento pre germinativo de Bio — Priming con las demas cepas descartadas
del primer objetivo para evaluar su capacidad de estimulacion en la germinacién a pesar
de no solubilizar la misma cantidad de fosforo que la cepa 9B (SP9).

» Evaluar distintas formulaciones del consorcio (Pseudomona sp + Chlorella sp) donde
permita encontrar resultado similares a un tratamiento quimico ademas de ser probados

tanto en condiciones controladas como a campo abierto.
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11. Anexos
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Anexo 1. A. soluciones estdndar para curva de calibracion de fosfatos. B soluciones de las bacterias y
microalgas evaluadas
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Anexo 2. Método Bio-priming. (A) Acido Indo acético, (B) Pseudomonas sp. (C) Chlorella sp. (D)
Agua destilada y (E) consorcio microbiano
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Anexo 3. Germinacion de semillas luego de 5 dias en la cdAmara de germinécic’)n. (A) Consorcio
microbiano, (B) Chlorella sp, (C) Pseudomona sp, (D) Ac. Indo acético y (E) Agua destilada

Anexo 5. Extraccién de muestras para la evaluacion
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