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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la capacidad promotora del
crecimiento vegetal en el cultivo de rdbano con cepas de Bacillus y Trichoderma
en Calceta, Provincia Manabi en el afio 2023. La investigacion se desarroll6 en
dos fases: la primera fase abarco la activacion, multiplicacion y caracterizacion
de las cepas Bacillus (E-44, E-54, 21-BMC, 31-BMC, 20-BP) y Trichoderma (EM-
12, EM-72, EM-150. EM-149, EM-49), que permitio verificar las caracteristicas
deseables como promotoras de crecimiento vegetal, las variables evaluadas
fueron la formacion de halos de solubilizacion de fosfato y formacion de halos de
sideroforos. La segunda fase consistio en determinar el efecto promotor de
crecimiento vegetal de las cepas Bacillus y Trichoderma en las plantas de
rabano. Se utilizé un DCA disefilo completamente al azar, las unidades
experimentales fueron las parcelas con semillas de rabano variedad Crimson
Gian. Los tratamientos evaluados fueron: Cepas Bacillus T1, Cepas Trichoderma
T2, Cepas Bacillus + Trichoderma T3, Testigo absoluto T4. Las variables
evaluadas fueron: altura de planta, longitud de raiz, ancho de hoja, longitud de
hoja, diametro de frutos. Los resultados muestran que las variables estudiadas
presentaron normalidad y homogeneidad de varianza al aplicar estadistica
paramétrica. Se emple6d el andlisis de varianza ANOVA para el analisis
estadistico de dichas variables. La bacteria E-54 produjo el mayor indice de
solubilizacion 1.31 mm, mientras que la cepa E-44 mostré el mayor halo de
sideroforos 2 mm; a diferencia de las cepas fungicas EM-149 que produjo el
mayor halo de solubilizacién de fosfato 7.17 mm y la cepa EM-150 que produjo
el mayor halo de sideréforos 3.8 mm respectivamente. El tratamiento T3 produjo
la mayor longitud de hoja, ancho de hoja, nimero de hojas, diametro del bulbo y
rendimiento del cultivo de rabano. La combinacién de cepas de Bacillus y
Trichoderma puede utilizarse para mejorar parametros agro-productivos en el

cultivo de rabano.

Palabras clave: Rabano, Inoculacion, Bacillus, Trichoderma, sideroéforo,

solubilizacién de fosfato.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the plant growth promoting
capacity in radish cultivation with Bacillus and Trichoderma strains in Calceta,
Manabi Province in 2023. The research was performed in two phases: the first
one included the activation, multiplication and characterization of the strains of
Bacillus (E-44, E-54, 21-BMC, 31-BMC, 20-BP) and Trichoderma (EM-12, EM-
72, EM-150. EM-149, EM-49), which allowed the verification of the desirable
characteristics as plant growth promoters, evaluating the formation of phosphate
solubilization halos and siderophore halos. The second phase consisted of
determining the plant growth promoting effect of Bacillus and Trichoderma strains
on radish plants. A completely randomized design CRD was used, in which the
experimental units were the plots with seeds of Crimson Gian radish variety. The
evaluated treatments were Bacillus strains T1, Trichoderma strains T2, Bacillus
+ Trichoderma strains T3, absolute control T4. The evaluated variables were
plant height, root length, leaf width, leaf length, and bulb diameter. The results
show that the studied variables presented normality and homogeneity of variance
when applying parametric statistics. An ANOVA was used for the statistical
analysis of these variables. The bacteria E-54 produced the highest solubilization
index 1.31 mm, while the strain E-44 showed the largest siderophore halo 2 mm,
in contrast to the fungal strain EM-149 which produced the highest phosphate
solubilization halo 7.17 mm and strain EM-150 which produced the highest
siderophore halo 3.8 mm. Treatment T3 produced the highest leaf length, leaf
width, number of leaves, bulb diameter and yield of radish crop. The combination
of Bacillus and Trichoderma strains can be used to improve agro-productive

parameters in radish cultivation.

Keywords: Radish, Inoculation, Bacillus, Trichoderma, siderophore, phosphate

solubilization



CAPITULO |

PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

La Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible plantea la vision de un mundo mas
sano, mas justo y equitativo, un mundo libre de pobreza, hambre y malnutricion.
El hambre a nivel mundial no empeoré entre 2021 y 2022, pero va en aumento
en muchos lugares del mundo (FAO, FIDA, OPS, PMA y UNICEF. 2023). El
ndamero de personas que sufren inseguridad alimentaria moderada o grave en
América Latina y el Caribe aumenté de 205,2 millones en 2019 a 267,7 millones
en 2021. Esto se debe principalmente al aumento en América del Sur y
proporciona evidencia adicional de un deterioro de la situacion alli,
especialmente para las personas que ya se enfrentan a graves dificultades. La
inseguridad alimentaria moderada o grave afectdé en 2021 a 177,7 millones de
personas en América del Sur, 61,9 millones en Mesoamérica y 28 millones en el
Caribe (FAO, IFAD, PAHO, UNICEF y WFP. 2023).

En América del Sur, el Estado Plurinacional de Bolivia registro la prevalencia mas
alta de hambre (19,4%), seguido de la Republica Bolivariana de Venezuela
(17,9%) y el Ecuador (13,9%). Entre los paises con la prevalencia minima de
subalimentacién en la subregion se encuentran el Brasil (4,7%), la Argentina
(3,2%), Chile (2,5%) y Guyana y el Uruguay (ambos por debajo del 2,5%) (FAO.
2023). En Ecuador, aproximadamente el 20% de la poblacién no tiene acceso a
una dieta saludable (FAO et al., 2023). Esta situacién podria estar relacionada
con la aplicacion indiscriminada de insumos quimicos en la produccién agricola,
como pesticidas, plaguicidas y fertilizantes, que generan problemas de salud
consecuentemente, afectan la calidad de vida de la poblacién (Simbafia, 2015).
La salud humana y comunitaria esta intrinsecamente ligada a la salud de los
ecosistemas: suelos fértiles dan origen a cultivos robustos, los cuales son
fundamentales para la salud animal y humana (Secretaria General de la
Comunidad Andina [SGCA], 2011).



En Manabi, la utilizacion de pesticidas y fertilizantes con nitrégeno y fosforo en
la agricultura puede llevar a problemas como la disminucion de microorganismos
beneficiosos, la degradacion del suelo por erosion, compactacion y salinizacion,
asi como la contaminacion del aire, suelo y agua. Esto puede resultar en una
rapida reduccion de la materia organica y un desequilibrio nutricional, afectando
negativamente la fertilidad del suelo y su capacidad productiva (Meena et al.,
2020). Por lo tanto, la validacion de cepas de Bacillus y Trichoderma es de
importancia para garantizar su calidad y seguridad al ser inoculados en el cultivo

del rabano.

En Ecuador, se comercializan microorganismos promocionados como
beneficiosos para la produccion agroalimentaria. Sin embargo, estos provienen
de regiones con condiciones edafoclimaticas distintas a las locales v,
frecuentemente, no se ha verificado su eficacia, adaptabilidad y seguridad para
ser empleados en nuestros ecosistemas, lo que podria representar una barrera

para su implementacion en practicas agricolas (Zambrano, 2011).

Con base a lo expuesto, el problema cientifico de la investigacion se plantea a
traveés la siguiente interrogante: ¢ Cémo incide la inoculacion de cepas de Bacillus
y Trichoderma con capacidad promotora del crecimiento vegetal, sobre el

rendimiento y calidad del fruto en cultivo de rabano (Raphanus sativus)?

1.2. Hipétesis

La inoculacion de cepas de Bacillus y Trichoderma con capacidad promotora del
crecimiento vegetal, incide sobre el rendimiento y calidad del fruto en cultivo de

rabano (Raphanus sativus)

VI: Inoculacion de cepas de Bacillus y Trichoderma

VD: rendimiento y calidad del fruto en el cultivo del rabano



1.3. Objetivos de investigacion
1.3.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad promotora del crecimiento vegetal en el cultivo de rabano
con cepas de Bacillus y Trichoderma en Calceta, Provincia Manabi en el afio
2023.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Determinar la capacidad de promocién de crecimiento vegetal a las cepas
de Bacillus y Trichoderma en estudio in vitro.

e Evaluar la respuesta del cultivo de rabano (Raphanus sativus L) a la
inoculacion de cepas de Bacillus y Trichoderma promotoras de

crecimiento vegetal.



1.4. Justificacion

Chavez et al. (2020) indican que, mediante el uso de estrategias adecuadas, la
agricultura sostenible puede contribuir a la reduccion del uso de fertilizantes
sintéticos y a la mitigacion de la contaminacion ambiental. Utilizar técnicas
biotecnolégicas como la biofertilizacion en cultivos de interés agroalimentario
representa una alternativa eficiente y ecologica, ya que disminuye la

contaminacion generada por los fertilizantes quimicos.

La aplicacion de Bacillus y Trichoderma, benéficos para las plantas de rabano,
reduce el uso intensivo de agroquimicos y asi se reducen los altos costos de
produccion para los pequefios y medianos productores; de la misma manera, se
acogen nuevos conocimientos y aplicaciones cientificas para marcar una nueva
era basada en el aprovechamiento sustentable de los recursos biol6gicos para

la produccién de productos sostenibles en beneficio de la salud.

Los principales retos en la agricultura sostenible estdn asociados con la
economia de los productores, debido a la percepcion y balance que hacen
respecto al costo-beneficio de los productos agricolas (Bergel, 2020); por tal
razon, la busqueda de nuevas alternativas econémicamente viables es de vital
importancia, ya que se garantiza la obtencién de productos sustentables en el
sector agropecuario y genera mayores ganancias para los agricultores debido a
la reduccién de fertilizantes nitrogenados y fosfatados.

Los resultados de la investigacion pueden contribuir significativamente al
conocimiento existente. Algunos posibles vacios de conocimiento que podrian
llenarse incluyen: Efecto de las cepas microbianas: ¢Cuéles son los efectos
positivos especificos de las cepas de Bacillus y Trichoderma en el crecimiento
del rabano? ¢Hay diferencias notables en comparacibn con otros
microorganismos 0 tratamientos?, también el Impacto en la agricultura
sostenible: ¢Como se pueden aplicar estos hallazgos en practicas agricolas
sostenibles? ¢Pueden estas cepas ser utilizadas como biofertilizantes o

biopesticidas?



El presente trabajo de investigacion aporta al Plan Nacional de Desarrollo
Vigente en el Ecuador, (2021-2025) que fue aprobado con la resolucion Nro. 002-
2021-CNP, en el eje econdmico, al objetivo 3, que es fomentar la productividad
y competitividad en los sectores agricolas, bajo el enfoque de la economia
circular; Ademas la informacion generada en la investigacion contribuye con la
linea de investigacion de la Universidad Politécnica Estatal del Carchi:
“Aplicacion de la Estadistica en la solucion de problemas del entorno”. También
aporta con el Objetivo 12: Produccion y Consumo Responsables: Al utilizar
microorganismos beneficiosos en lugar de productos quimicos, se promueve una

agricultura mas sostenible y responsable.


https://www.planificacion.gob.ec/plan-de-creacion-de-oportunidades-2021-2025/
https://www.planificacion.gob.ec/plan-de-creacion-de-oportunidades-2021-2025/

CAPITULO Il

FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. Antecedentes de investigacion

Sanchez et al. (2012) realizaron la investigacion en inoculacién con bacterias
promotoras de crecimiento vegetal en tomate bajo condiciones de invernadero,
en el &rea de la Corporacion Colombiana. Utilizaron como tratamientos las cepas
bacterianas Pseudomonas putida (PSO14) y Enterobacter sp. (TVL-2) y
fertilizacion quimica. Los datos fueron sometidos empleando un analisis de
varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey con 95% de confianza. En el
experimento evidenciaron que las cepas TVL-2 y PSO14 incrementaron de
manera significativa la biomasa y desarrollo de la planta, como el rendimiento en
la produccion de frutos. Lo que aporta esta investigacion es la metodologia
utilizada para determinar las caracteristicas de promocion de crecimiento de las
bacterias y el analisis estadistico utilizado para determinar el efecto de las

bacterias en relacion con el testigo.

Estrada et al. (2013) inocularon bacterias diazotréficas H. seropedicae (H18,
ZA15 y ZAE 94), B. vietnamiensis (AR114), G. diazotrophicus (PAL5) y A
chroococcum (Acl) para el desarrollo de plantulas de arroz (Oryza sativa L.) en
la Universidad Rural do Rio de Janeiro, Brasil. Como resultado las cepas de
Herbaspirillum fijadoras de nitrégeno pueden solubilizar fésforo inorganico in
vitro y promover un aumento en el rendimiento de las plantas de arroz cultivadas,
las bacterias promovieron la eficiencia de los elementos (N, P K) en un 47 % en
las plantas, en comparacién con la que se utilizaron fertilizantes quimicos. El
aporte cientifico es que las bacterias pueden ser utilizadas como fuentes
nutricionales para los cultivos y la distribucion del disefio experimental en los

tratamientos.

Cisneros et al. (2016) evaluaron el efecto de bacterias solubilizadoras de fosfatos
(BSF), Kocuria sp. y Bacillus subtilis, sobre el desarrollo de plantulas de café
variedad Castillo. El experimento se realizé en condiciones de invernadero en

Palmira, Colombia. El experimento se realiz6 en condiciones de invernadero, se



utilizé el disefio experimental DCA, con nueve tratamientos y diez repeticiones.
Los tratamientos se establecieron bajo tres tipos de sustratos para las plantulas.
La aplicacién de pulpa de café descompuesta con y sin RF, y de las BSF
favorecio la disponibilidad de fosforo, que mejord el desarrollo de las plantulas
de café. La informacidbn generada en la investigacion contribuye en la
planificacion del tipo experimento aplicado para evaluar el efecto de las bacterias

solubilizadoras de fosfato.

En un estudio realizado por Gonzales etal. (2019) en mejoramiento de la
productividad agricola de lechuga y rabano con el uso de microorganismos
eficientes, en la Universidad de Matanzas, Cuba. Plantearon un disefio de
bloques completos al azar con cuatro repeticiones por tratamiento. Aplicaron un
ANOVA para realizar el andlisis estadistico de los datos y para la comparacion
de medias se utilizd la Prueba de Rangos Mdultiples de Duncan (p<0.05).
Finalmente concluyeron que la aplicacion de microorganismos eficientes en la
asociacion lechuga, rabano en condiciones organoponicas morfo métrica mejora
los parametros de rendimiento en los cultivos. Las técnicas aplicadas en el
laboratorio para la obtencién de los microorganismos eficientes y el marco

experimental utilizado en el campo contribuyen a la investigacion.

Zulueta et al. (2020) evaluaron un estudio comparativo con bioinoculacién de
microorganismos benéficos y fertilizacibn quimica, en el campus Cordoba-
Veracruz, México. Se utilizo un disefio experimental en bloques al azar con siete
tratamientos: 1) fertilizacién inorganica total (100%FI); 2) hongos micorrizicos
arbusculares (HMA); 3) Azospirillum brasilense (Ab); 4) HMA+Ab; 5)
HMA+50%FI; 6) Ab+50%FI y 7) HMA+Ab+50%FI. Los mejores resultados se
presentaron con los microorganismos en dosis reducida de fertilizacion (HMA +
Ab + 50% FI) lo cual representa una alternativa potencial para favorecer el
crecimiento y desarrollo de las plantas de maiz en condiciones de campo. Los
datos contribuyen en la investigacion para realizar la comparacion de las medias

de las variables de rendimiento del cultivo de rabano.

Amado et al. (2022) realizaron una investigacion en la Universidad Pontificia
Bolivariana, Medellin (Colombia). Se realiz0 sobre el efecto de las bacterias

promotoras del crecimiento vegetal sobre la fenologia del cultivar de quinua



Amarilla Marangani. Se utilizaron las cepas bacterianas del género Bacillus
(licheniformis, cereus), Actinobacillus, Pseudomona aeruginosa, Coctel
(combinacién de las bacterias caracterizadas), DIPEL® (Bacillus thuringensis) y
un tratamiento control. Los datos se analizaron con los supuestos de normalidad
y homogeneidad a través de la prueba de Shapiro Willk y Barttlet, las diferentes
variables se sometieron a un analisis de varianza y una prueba de comparacion
de medias (Tukey P<0.05), también se realizé un andlisis de agrupamiento que

determind la similitud entre los tratamientos.

Seguidamente los autores mostraron que la aplicacion de microorganismos
favorece el crecimiento de las plantas. Actinobacillus aument6 el nimero de
paniculas y P. aeruginosa la produccion de granos. Estos resultados confirmaron
que el uso de microorganismos favorece los parametros fenoldgicos de la
quinua, lo que permite reconocer el potencial biolégico de las bacterias que
promueven el crecimiento en este cultivo. La investigacion aporta en la utilizacion
del analisis estadistico aplicado a las variables morfologicas y productivas del

cultivo.

Un estudio realizado por Mahmoodian et al. (2022) en el Instituto Nacional de
Ingenieria Genética y Biotecnologia, Teherén, Irdn, indican que la utilizacion de
hongos del género Trichoderma aumenta la biomasa total, la altura de las
plantulas y el potencial de crecimiento de las plantulas de frijol (Phaseolus
vulgaris). Los datos se analizaron mediante ANOVA unidireccional. Las medias
de los tratamientos se separaron mediante la prueba de rangos mdultiples de
Duncan al 5% de nivel de significacion. Los resultados mostraron que ChBD15 y
ChBD1 tuvieron un mejor rendimiento en términos de aumento de la absorcién
de nutrientes y el crecimiento de las raices, mejorando asi la tasa de crecimiento
y el rendimiento de la planta. La utilizacion de hongos del género Trichoderma
aporta a la investigacion por el efecto positivo que causé con las plantas y asi se

pueden validar las cepas fungicas en diferentes cultivos.

Reyes et al. (2022) realizaron una evaluacion sobre el efecto de tratamientos pre
germinativos con Trichoderma spp Yy Bacillus spp sobre el porcentaje de

germinacion de semillas de A. victoriae-reginae, Campo experimental Saltillo,



México. En la investigacion se realizé un analisis de covarianza para evaluar el
efecto de los tratamientos pre germinativos y el tiempo después de la siembra
sobre el PG de las semillas tratadas (a=0.05), mediante el paquete estadistico
R. Como conclusién la germinacion de semillas en A. victoriae-reginae respondio
favorablemente al tratamiento  con Trichoderma spp Yy Bacillus spp
incrementaron los porcentajes de germinacion. Los resultados obtenidos
contribuyen a los agricultores y asi poder generar nuevas alternativas bioldgicas
para los cultivos, y por ende evitando los productos quimicos como fuente

contaminante para la salud.

Martinez etal. (2014) evaluaron microorganismos de montafia (MM)
provenientes de tres sistemas agroecoldgicos (café, potrero y un bosque natural)
y microorganismos Eficientes comerciales (EM), para la produccion del cultivo
de acelga (Beta vulgaris). Para tales fines se establecio un disefio experimental,
de parcelas divididas, determinadas por el factor aplicacion (1 y 2 veces por
semana), y en cada parcela 3 bloques con los 5 tratamientos. Finalmente, la
aplicacién de microorganismos mejoré la calidad del suelo evaluado, ya que
provocé cambios en su fertilidad e incremento el pH y el contenido de nitrégeno.
Esta investigacion genera metodologias para obtener los organismos eficientes
en el laboratorio y aplicarlos en el campo.

En una investigacion realizada por Toribio etal. (2020) utilizaron bacterias
promotoras de crecimiento vegetal para incrementar la produccion de Latuca
sativa L en campo de la Universidad Autbnoma de Guerrero, México, se evaluo
una parcela de lechugas con las ~cepas B. licheniformis, P.
putida, Pseudomonas sp., se utilizé el analisis de varianza y comparacion de
medias mediante la prueba de Tukey 0.05, Finalmente se obtuvieron plantas
sanas y con mayor peso para ambos consorcios bacterianos, que el fertilizante
control. En la investigacion se llega a la conclusion que las bacterias promotoras
de crecimiento son viables para los agricultores, que ayudan a mitigar el abuso
de agroquimicos y obtener productos que garanticen la seguridad alimentaria.
La aplicacion de las bacterias B. licheniformis contribuyen a la presente
investigacion porgue son validadas como potenciadora de crecimiento vegetal y

pueden ser aplicadas como fuentes nutricionales a los cultivos.



Martin et al. (2018) realizaron un estudio sobre el efecto promotor del crecimiento
vegetal de bacterias del area natural en el Cerro de Culiacan, Guanajuato,
México. El estudio de microorganismos de zonas protegidas, entre ellos las
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), es de gran importancia en la
bldsqueda de alternativas biotecnoldgicas para la produccion agricola, debido a
la creciente demanda de los consumidores, quienes cada vez son mas exigentes
con el uso de agroquimicos. En este trabajo, se evalué la capacidad promotora
de crecimiento y desarrollo de plantas de rdbano (Raphanus sativus), aisladas
en un medio con actividad ACC (1-4cido carboxilico, 1-aminociclopropano)
desaminasa. El suelo utilizado provino del area protegida Cerro del Culiacan,
extraido de la rizosfera de plantas de encino (Quercus rugosa). Se evaluaron los
porcentajes de germinacion y desarrollo de la planta hasta la cuarta semana
después de la siembra, asi como la capacidad de inhibir el crecimiento de hongos
fitopatbgenos. La mayoria de las cepas aceleraron la germinacion de las
semillas. Las cepas 254, 275, 256, 304, 225 y 113 aumentaron la longitud de la

raiz, y la mayoria de los hongos fueron inhibidos por las diez cepas evaluadas.



2.2. Marco teorico

2.2.1. Origen e importancia del cultivo de rdbano

De acuerdo con Torrez (2011), el rabano es una hortaliza de procedencia
asiatica; no obstante, ya se cultivaba en Egipto y Grecia hace 400 afos a.C. Es
un alimento que tiene un bajo porcentaje de calorias debido a su elevada
concentracion de agua, ademas tiene enormes porciones de potasio y yodo. De
la misma manera, InfoAgro (2009) indica que el rabano es un alimento con bajo

aporte calorico gracias a su alto contenido en agua.

Oliveira et al. (2010) manifiestan que el rabano es una planta de gran importancia
por sus altos contenidos de vitaminas y elementos importantes como el potasio,
calcio, fosforo y azufre. Seguidamente, Cando (2016) indica que en Ecuador se
consume de manera frecuente hortalizas entre ellas el rdbano, debido a que las
personas lo buscan por su sabor. De igual forma, Velecela et al. (2019) indican
que es importante para el cuidado de la glandula tiroides, ya que regula el
metabolismo e interviene en procesos involucrados con el crecimiento, y en los

procesos del intestino.

2.2.2. Taxonomia y morfologia del cultivo de rabano

La taxonomia del cultivo de rabano se centra en el estudio y clasificacion dentro

del reino vegetal.

Tabla 1

Taxonomia del cultivo de rdbano

Taxonomia
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Familia: Brassicaceae
Género: Raphanus
Especie: sativus L.

Nombre Cientifico: Raphanus sativus L

Fuente: (Nasevilla, 2010).



De acuerdo con Moscoso (2017) indica las caracteristicas morfolégicas del

cultivo de rabano

Sistema radicular: Laraiz es carnosay se puede encontrar de distintas formas

y tamafio, con una coloracion rojiza, rosado con blanco en el centro de la raiz.

Tallo: el tallo tiende a ser erecto, poco ramificado, obtiene un tamafio de 50 a
100 centimetros, la base del tallo es hispida, presenta un color verdoso y algo

pubescente.

Hojas: Son basales, pecioladas, glabras y se orientan en roseta, son lobulares,
cuenta con 1 a 3 pares de segmentos laterales de borde irregularmente dentado.

Flores: Dispuestas en ramilletes, muestran pedicelos delgados, sus sépalos son
erguidos y pétalos blancos, aunque en algunas ocasiones de color rosa, con

nervios violaceos o purpura.

Fruto: Tiene de tres a diez centimetros de longitud, esponjoso con un pico
extenso, semillas redondas de color rosadas con un tinte amarillento, cada fruto

tiene de una a diez semillas rodeadas en un tejido esponjoso.

2.2.3. Fenologia del cultivo de rabano

Segun Enriquez, (2014) menciona que las principales etapas de la evolucién de
planta de rdbano son: emergencia, desarrollo vegetativo, induccion floral,
formacion del fruto, envainado y madurez.

Figura 1

Fenologia del cultivo de rabano
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Germinaciéon y Desarrollo vegetativo Floracién y
emergencia fructificacion
Durante esta etapa, las
Esta fase comienza hojas alcanzan su tamarfio Representa la
con la siembra y tiene maximo impulsadas por el culminacién del ciclo de
una duracién de cuatro clima calido, mientras que vida de la planta,
a seis dias. el tallo floral emerge entre abarcando desde Ila
los 45 y 60 dias. semana 10 hasta la 24.
Durante este periodo, la

planta experimenta la
formacion de
inflorescencias, el
proceso de polinizacion,
el desarrollo de los
frutos y la maduracion
de las semillas.

Fuente:(Enriquez,2014)




2.2.4. Requerimientos edafocliméaticos

Segun Leodn et al. (2019) el rAbano requiere de ciertas condiciones para lograr
realizarse correctamente, las mas relevantes son la temperatura, el clima, el tipo

de suelo, la humedad relativa en donde va a ser cultivado.

Precipitacion: Se desarrolla entre 1990-2240 m.s.n.m. La falta de agua y
temperaturas altas producen la dureza en el bulbo y la floracion temprana, y por
lo contrario, con humedad excesiva en el suelo las raices se agrietan (Infoagro,
2012).

Temperatura: Para este cultivo la temperatura éptima oscila entre los 18 a 21°C.
Al estar la planta expuesta durante mucho tiempo a temperaturas menores a 7
°C, podria conllevar a que el tallo floral crezca de manera prematura (Ramirez y
Pérez, 2006).

Humedad: el rAbano presenta una humedad relativa comprendida entre 60—65%,

siendo la 6ptimas para obtener un buen desarrollo de la planta (Vincent, 2013).

Suelo: Esta planta requiere de un suelo esparcido, de preferencia arenoso, no
obstante, debe tener altas porciones de materia organica, la retencion de agua

debe ser alta (Franco et al., 2021).

pH: Moderadamente es tolerante a la acidez en el suelo, acepta pH entre 5.5-6.8
y es poco tolerante a la salinidad (Infoagro, 2012).

2.2.5. Requerimientos nutricionales

Segun Mosquera (2018), el rAbano es un cultivo muy exigente en cuanto al
balance nutricional del suelo. Esto se debe a su ciclo corto de cultivo. Su
requerimiento esta entre: 60-120 Kg/ha de N, 40-100 Kg/ha de P20s y 70-140
Kg/ha de K20. Para alcanzar 100 kg de produccién, las sustancias diarias
nutritivas son: 16,6 gde N, 6 g de P20sy 17 g de K20.

2.2.6. Practicas agricolas del cultivo rabano

Segun Fontalvo (2021) indica las practicas de campo mas adecuadas para el

rabano, son las detalladas en el siguiente cuadro.



Tabla 2

Préacticas agricolas en el cultivo de rdbano

Practicas agricolas | Cultivo de rabano

Siembra Siembra directa

Colocando una semilla por agujero, entre 1 y 2 cm de
Germinacion | profundidad, tardan entre 3 y 5 dias en germinar. Deja una
distancia de siembra entre 5y 7 cm.

Aporque Cubre cuando se esté observando demasiado el rabano, o
cuando la raiz se esté saliendo del suelo.

Abonamiento | Se recomienda aplicar 2.5 kg/m? de composta después del

trasplante,
_ Cuatro veces por semana utilizando una lamina de 30 mm
Riego aproximadamente.
Cosecha Es un cultivo de ciclo corto, después de 25 a 45 dias de la

siembra ya se puede empezar  a cosechar rabanos.
Fuente: (Fontalvo, 2021).

2.2.7. Importancia de los microorganismos benéficos en el campo

agropecuario

De acuerdo con Jafar y Behzad, (2016) la aplicacion dual de microorganismos
benéficos a los cultivos agricolas es una alternativa técnicamente factible de
promover entre los productores, no solo por ser amigable con el ambiente, sino
por tratarse de una practica simple y econdmica que reduce el uso de

agroquimicos y los altos costos de produccion.

Ademas, la disminucion de las amenazas ambientales tan nocivas que ocasiona
el uso excesivo de insumos quimicos, como plaguicidas y fertilizantes sintéticos,
entre los que se resaltan la degradacién y compactacion del suelo. La
contaminacion de las aguas subterraneas, aire y suelo (Pérez et al., 2017; Zhang
etal.,, 2018) y su acidificacion (Goulding, 2016), sin descartar los dafios y

perjuicios que ocasionan a la salud humana (Silveira et al., 2018).

La respuesta positiva de las plantas de maiz a la inoculacion con
microorganismos no solo es valiosa para promover su floracion (Uribe y Dzib,

2006), e incrementar la produccion de grano (Portugal et al., 2016) sino que al



constatarse su capacidad para fijar nitrégeno atmosférico (Brusamarello et al.,
2017), adherirse a las raices y modular la interaccion de la planta de maiz
(D’Angioli et al., 2017) reduce los costos de fertilizacion en campo (Aguado et al.,
2012), acrecienta la rentabilidad del cultivo y, con ello, garantiza su consumo
como alimento para los seres humanos, la cria de aves y de hatos ganaderos
(Garcia et al., 2012).

El uso de microrganismos biolégicos favorece el desarrollo de asociaciones de
micorrizas incrementando la disponibilidad del fésforo, y brindando un suministro
continto de micronutrientes al suelo. Por tanto, reduce el desarrollo de ciertas
enfermedades en las plantas. También contribuye al mantenimiento de
concentraciones de nitrégeno y fosforo disponibles, minimizando la lixiviacién e

incrementando la retencion de agua (Corrales et al., 2017).

2.2.8. Microorganismos promotores del crecimiento vegetal

La colonizacion, impregnacion y establecimiento de las BPCV (bacterias
promotoras de crecimiento del crecimiento vegetal) es una estrategia viable, bajo
costo y tienen un efecto significativo sobre el crecimiento de las plantas, dado
que promueven la germinacion, crecimiento de raices, tallos, incremento en
biomasa, proteccién contra patdégenos, por lo que su aplicacion favorece un gran
namero de cultivos de interés agricola y horticola, en los que destacan: maiz,
arroz, trigo, sorgo, cafia de azucar, arroz, lechuga, trigo, soya, rabano, y colza
(Noumavo et al., 2016; Parray et al., 2016).

Figura 2

Hongos Trichoderma longibrachiatum

Nota: Crecimiento en el medio T. longibrachiatum (A) EM-12; (B) EM-72 (ESPAM MIL
PESOS)



Fuente: La Autora.

Los hongos del género Trichoderma, especies como T. harzianum, T.
longibraquiatum, han sido reconocidos para el uso de la agricultura porque
actian no solo como agentes biocontroladores mediante acciones como el
micoparasitismo, la antibiosis, la competicion por nutrientes y la estimulacién de
la resistencia sistémica de las plantas ante diferentes patégenos, sino también
en la tolerancia al estrés abiotico, la promocion del crecimiento y el desarrollo
vegetal en la produccion del cultivo (Waghunde et al.,, 2016). Las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) son un grupo de microorganismos
promisorios y ampliamente estudiados como una de las formas posibles para

reducir los costos de produccion en la agricultura moderna (Souza et al., 2015).

De acuerdo a Loredo etal. (2004) las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal, tienen la capacidad para estimular directamente el crecimiento de las
plantas, a través de diversos mecanismos, como el aporte de nitrdgeno por el
proceso de fijacion biolégica, produccion de sustancias reguladoras del
crecimiento, solubilizacion de minerales y nutrimentos, incremento en el volumen
de la raiz, induccion de resistencia sistémica a patdgenos, inhibicion del
crecimiento de organismos antagdnicos e interaccion sinérgica con otros

microorganismos del suelo.

Género: Bacillus

Las bacterias del género Bacillus son bacilos aerobios y anaerobios facultativos,
gran positivos, producen endosporas con morfologia oval cilindrica que le
permite resistir en condiciones favorables en el ambiente, son méviles por la
presencia de flagelos laterales, con catalasa positiva, presentando hemodlisis
variable y un crecimiento activo en un pH entre 5.5 a 8.5. Las especies del género
Bacillus y el potencial de sus enzimas amplian las perspectivas de uso para una
agricultura sostenible, lo que permite la conservacion del medio ambiente,
reduce la saturacion de los suelos, costos en la produccion, mejoramiento de la

calidad y la produccion en cultivos de interés agricola (Corrales et al., 2017).



Figura 3

Estructura microscopica E-44 Bacillus subitilis

Fuente: La Autora.

A continuacion, se muestran los mecanismos de accion que ejercen las bacterias

de Bacillus:
Mecanismo de accion directa

Fijacidn de nitrogeno: El nitrégeno es uno de los principales nutrientes de las
plantas, siendo un factor limitante en el crecimiento de éstas y, como
consecuencia, en los ecosistemas de explotacién de la agricultura. Segun los
estudios realizados Oberson etal. (2013), se puede clasificar las cepas
bacterianas en dos categorias de diazoétrofos principales: En primer lugar, se
encuentran bacterias simbidticas asociadas a las leguminosas, que infectan la
raiz, produciendo nddulos. Santi et al. (2013) expresan que el segundo grupo

bacteriano es conocido como fijadores de nitrégeno de vida libre.

Solubilizacion de fosfato: el mayor nutriente limitante en las plantas, los suelos
pueden contener grandes reservas de fosforo total, pero la cantidad disponible
para las plantas suele ser una pequefia proporcion de éste. Las plantas solo
pueden absorber este mineral en dos formas ionicas solubles, la monobasica y
la dibasica , 2015). Sin embargo, las bacterias promotoras de crecimiento vegetal
son capaces de solubilizar el fosfato poniéndolo a disposicién de la planta y
dandole ventaja frente a todas las plantas que carecen de micro biota capaz de
solubilizar este elemento (Otieno et al., 2015;Souza et al., 2015).



Etileno: El etileno es un importante mediador en la respuesta a distintos tipos de
estrés a las plantas tanto bidticos (ataque por patégenos) como abioticos (dafo,

hipoxia, frio, sequia, salinidad) (Wang et al., 2013;Tao et al., 2015).

Produccién de fitohormonas: Se trata de hormonas vegetales que regulan
paradmetros como el crecimiento, la division celular o extension de la raiz (Glick,

2014). Las principales fitohormonas son auxinas, giberelinas y citoquininas.

Auxinas: Las auxinas controlan el desarrollo de raices laterales (Lavenus et al.,
2013), asi como el numero y la longitud de pelos absorbentes (Salazar Henao
et al., 2016) que a su vez le permiten absorber mejor los nutrientes, ayudando a
su crecimiento general (Aeron etal., 2020). Las auxinas también estan
implicadas en la regulacion de la dormancia y la germinacion de las semillas (Shu
et al., 2016).

Giberelinas: Estas hormonas son transportadas desde las raices a las partes
aéreas de la planta, donde los efectos que ejercen son notables y mas aun
cuando las bacterias también producen auxinas que estimulan el sistema
radicular mejorando el suministro de nutrientes para facilitar el crecimiento en la

parte aérea (Wong et al., 2015)

Citoquininas: Estimulan la divisiobn celular y el crecimiento. Promueven la
expansion celular en las hojas. Rompen la latencia de las yemas axilares (Bravo,
2020)

Mecanismo de accion indirecto

Produccién de sideréforos: Los sideroforos son pequefias moléculas
producidas por microorganismos bajo condiciones limitantes de hierro (Fe) que
incrementan su entrada a la célula microbiana (Saha et al., 2013). Seguidamente
Parray et al. (2016) indican que las bacterias adquieren Fe mediante la secrecion
de quelatos de Fe, de bajo peso molecular, denominados sideroforos, los cuales

estan en constante asociaciéon con complejos de hierro.

Produccién de antibioticos: Bacillus como promotoras de crecimiento

producen enzimas degradativas, excretan metabolitos secundarios como



sustancias antibioticas a bacterias y hongos perjudiciales para las plantas (Tejera
et al., 2011)

Produccién de quitinasa y glucanasa: Uno de los mayores mecanismos de
bio-control que poseen las bacterias se basa en la produccion de estas enzimas
liticas, encargadas de degradar la pared celular de organismos patdégenos
fungicos. Enzimas secretadas como la B-1,3- glucanasa, quitinasa, proteasa y
celulasas, ejercen un efecto inhibidor directo sobre el crecimiento de las hifas de
hongos patdégenos. Bacterias pertenecientes a los géneros Bacillus son capaces

de producir este tipo de sustancias (Benjumeda, 2017)

Género: Trichoderma spp

De acuerdo con Zin y Badaluddin, (2020) afirmaron que Trichoderma mejora el
crecimiento de las plantas, derrota el crecimiento de bacterias y hongos
patégenos de las plantas. También informaron que Trichoderma spp secreta los
metabolitos secundarios que suprimen el crecimiento de los microorganismos
patdgenos de las plantas. Ademas Cai et al. (2013) indican que la aplicacion de
Trichoderma spp regula la arquitectura de la raiz, aumenta el crecimiento de las
raices primarias y laterales, lo que resulta en la absorciéon y acumulacion de

nutrientes en las plantas.

Segun Hernandez etal. (2019) la importancia del Trichoderma radica en la
capacidad de adaptacion, produccion de metabolitos, enzimas, compuestos
promotores de crecimiento vegetal, interés biotecnolégico y ambiental. Este
género es utilizado como agente de biocontrol contra hongos fitopatégenos
debido a sus multiples mecanismos de accion, destacando la antibiosis, el
micoparasitismo, la competencia por espacio, nutrientes y la produccion de

metabolitos secundarios.

Beneficios de la aplicacion de Trichoderma spp

Chiriboga et al. (2015) indica los principales beneficios de Trichoderma spp

Promover el crecimiento de pelos absorbentes y raices alimenticias, mejorando

la nutricién y la absorcién de agua.



Ofrece un control eficaz de enfermedades de las plantas.

Se propaga en el suelo, aumentando su poblacion y ejerciendo control duradero

en el tiempo, sobre hongos fitopatégenos.

Con el uso de microorganismos en los cultivos, las plagas no generan resistencia

como sucede cuando utiliza agroquimicos.

Favorece la proliferacion de organismos benéficos en el suelo.

Preserva el ambiente al disminuir el uso de funguicidas.

Al reemplazar agroquimicos sintéticos por microorganismos benéficos, el

productor ahorra en sus costos de produccion.

2.2.9. Microorganismos promotores de crecimiento vegetal

Bacillus subtilis: Es una bacteria Gram positiva, mesoéfila, productora de
esporas de la pared delgada, de forma oval y cilindrica; Esta bacteria tiene la
capacidad de producir endosposras, en el medio de cultivo presentan una
coloracion blanca o crema, con un tamafio aproximado de 2 a 4 mm de diametro
(Nacato y Valencia, 2016); Ademas Yanez, (2012) menciona que la bacteria B.
subtilis provee un control efectivo de enfermedades causadas por hongos y
bacterias. El potencial de este microorganismo se basa en su capacidad para
producir una amplia gama de moléculas bioactivas, que muestran propiedades

antifiingicas, junto con una baja toxicidad y alta biodegradabilidad.

Trichoderma reseei: Las especies de T. reesei son hongos que aparecen en
cualquier tipo de suelo, produciendo colonias blancas, amarillas o0 mas
tipicamente verdes cuando se cultivan. Las especies de T reesei se utilizan para
producir celulasas. Sin embargo, son particularmente efectivas como
antagonistas del crecimiento de otros hongos, muchos de ellos patégenos de

plantas, con el resultado de agentes en biocontrol (Ayala y Romero, 2013).

Trichoderma longibraquiatum: El hongo T. longibraquiatum tiene la habilidad
de producir enzimas hidroliticas implicadas en la degradacion de la pared celular

de hogos fitopatébgenos de las plantas. T. longibraguiatum es omnipresente



capaz de sobrevivir en cualquier habitat y en altas densidades de poblacion
(Waghunde et al., 2016).



2.3. Marco legal

La investigacion se encuentra inmersa en las siguientes normativas vigentes:

Segun la Constitucién de la Republica del Ecuador (2008, art. 66), los derechos

del buen vivir y la seccion segunda: ambiente sano

Art. 14.- Se reconoce el derecho de la poblacion a vivir en un ambiente sano y

ecolégicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el buen vivir.

Art. 15.- ElI Estado promovera, en el sector publico y privado, el uso de
tecnologias ambientalmente limpias y de energias alternativas no contaminantes

y de bajo impacto.
Titulo VI: régimen de desarrollo, capitulo tercero: Soberania alimentaria

Art. 281.- La soberania alimentaria constituye un objetivo estratégico y una
obligacion del Estado para garantizar que las personas, comunidades, pueblos
y nacionalidades alcancen la autosuficiencia de alimentos sanos y culturalmente

apropiados de forma permanente.

Para ello, ser& responsabilidad del Estado:

Numeral 8: Asegurar el desarrollo de la investigacién cientifica y de la innovacion

tecnoldgica apropiadas para garantizar la soberania alimentaria.

Numeral 9: Regular bajo normas de bioseguridad el uso y desarrollo de

biotecnologia, asi como su experimentacion, uso y comercializacion.

Numeral 13: Prevenir y proteger a la poblacion del consumo de alimentos
contaminados 0 que pongan en riesgo su salud o que la ciencia tenga

incertidumbre sobre sus efectos.

De acuerdo a la Ley Organica De Agrobiodiversidad, Semillas y Fomento de
Agricultura (2017), indica en el titulo IV de la agricultura sustentable, capitulo |

de las buenas précticas agricolas.



Art. 48.- Agricultura Sustentable: Para efectos de aplicacion de esta Ley, se
entiende por agricultura sustentable a los sistemas de produccion agropecuaria
que permiten obtener alimentos de forma estable, saludable, econémicamente
viable y socialmente aceptable, en armonia con el medio ambiente y preservando
el potencial de los recursos naturales productivos, sin comprometer la calidad
presente y futura del recurso suelo, disminuyendo los riesgos de degradacion del
ambiente y de contaminacién fisica, quimica y biolégica de los productos
agropecuarios.

Art. 49.-Préacticas y tecnologias. Constituyen practicas y tecnologias de
agricultura sustentable, destinadas al uso de alternativas de innovacion

tecnoldgica.



CAPITULO Il
METODOLOGIA
3.1. Descripcion del area de estudio

La investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Biologia Molecular en el area
Agropecuaria, de la carrera de Medicina Veterinaria, en la Escuela Superior
Politécnica Agropecuaria de Manabi “Manuel Félix Lépez”. En el sitio “El Limén”
del canton Bolivar, situado geograficamente entre las coordenadas 00°49'23”
Latitud Sur, 80°11°01” Longitud Oeste, con una altitud de 15 msnm.

A continuacion, se muestran las condiciones climéaticas, datos obtenidos de la
Estacion Meteorologica de la ESPAM MFL

Precipitacion anual 986.19 mm
Temperatura maxima 30.67 °C
Temperatura minima 21.87°C
Humedad relativa 82.23 %
Heliofania 1043.96 h/sol/afo
Figura4
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3.1.1. Grupo de estudio

En este estudio, las plantas de rdbano se trataron con las cepas de Bacillus y
Trichoderma como promotores de crecimiento en plantas de rabano (Raphanus
sativus). Estos microorganismos beneficiosos se han empleado ampliamente en
la agricultura por mejorar la salud de las plantas, aumentar la resistencia a
enfermedades y favorecer el crecimiento. Se emplearon varias cepas de Bacillus:
Bacillus subtilis: E-54 (ESPAM), 31-BMC (Bacillus mucosa cerdo), 20 BP
(Bacillus pollo), 21 BMC (Bacillus mucosa cerdo) y a Bacillus licheniformis E-44
(ESPAM). Ademas, se utilizaron cepas de Trichoderma: Trichoderma ressei con
el codigo EM-49. Para un total de 10 tratamientos. T1: EM-12, T2: EM-72T3:
EM-150, T4: EM-149, T5: EM-49, T6: E-54, T7: 31-BMC, T8: 20-BP. T9: 21-BMC
y T10: E-44.

Para evaluar la respuesta a la inoculacion de estos microorganismos Bacillus y
Trichoderma en el cultivo de rabano, se aplicaron 4 tratamientos con 5 réplicas
cada uno. Cada parcela estuvo compuesta por 180 plantas. Con el objetivo de
minimizar el efecto borde, se seleccionaron al azar 20 plantas, por tratamiento

para medir las variables en estudio.

3.2. Enfoque y tipo de investigacion
3.2.1. Enfoque

Este estudio se caracteriz6 por su enfoque cuantitativo, en el que se recopilaron
datos basados en mediciones numéricas. Se emplearon variables especificas,
tanto morfolégicas como productivas, del cultivo para llevar a cabo esta
recoleccion de datos. Este enfoque permitid un analisis detallado y riguroso de
los aspectos clave del crecimiento y desarrollo del cultivo. Ademas, se realiz6
una caracterizacion exhaustiva de las bacterias y hongos pertenecientes a los

géneros Bacillus y Trichoderma.

De acuerdo con Hernandez etal. (2010) el enfoque cuantitativo usa la
recoleccion de datos para probar hipotesis con base en la medicion numérica y
el analisis estadistico para establecer patrones de comportamiento y probar

teorias. De manera similar, Padilla et al. (2021) indican que la investigacién bajo



este enfoque, cuantifican variables, las mismas son observadas, descritas,

medidas o sometidas a la experimentacion controlada.

3.2.2. Tipo de Investigacion

Investigacion experimental: Esta investigacion se llevdé a cabo debido a la
existencia de una serie de variables morfolégicas y productivas que se
controlaron rigurosamente, con el fin de describir el efecto que producen los
tratamientos con los microorganismos Bacillus y Trichoderma en el crecimiento

vegetal del cultivo de rabano.

Investigacion Explicativa: en este estudio se enfoca identificando los
mecanismos especificos de promocién del crecimiento y como diferentes cepas
influyen en el desarrollo de las plantas. Esto implica no solo medir los efectos,
sino también analizar como estos microorganismos interactian con las plantas y

gué factores determinan la efectividad de su accion.

Segun Agudelo etal. (2008) la investigacion experimental requiere de una
manipulacion rigurosa de las variables o factores experimentales, y del control
directo o por procedimientos estadisticos al azar. Ademas Murillo (2018) indica
qgue la investigacion bajo el enfoque experimental el investigador manipula una
0 mas variables de estudio, para controlar el aumento o disminucién de esas

variables y su efecto en las conductas observadas.

3.3. Definicién y operacionalizacion de variables

Tabla 3

Operacionalizacion de las variables

Variable Conceptualizac Indicadores Dimensione Técnicas Instrume
ion S nto

Cepas de Microorganismo Formacion de Bioldgica Formacion de Regla,

Bacillus s que halos de halos de .

e .. .. calibrador

promueven el solubilizacion solubilizacion
crecimiento de fosfato y de fosfato y Vernier
vegetal. sideréforos sideréforos

en cepas de
Bacillus



Cepas de
Trichoderma

Crecimiento
Vegetal en
Rabano

Hongos que
estimulan la
resistencia de
las plantas vy
controlan
patégenos.

Respuesta del
cultivo de

rAdbano a la
inoculaciéon con
cepas
promotoras.

Formacion de
halos de
solubilizacion
de fosfato y
sideroforos

Longitud de
hojas,
raices/tallo
rendimiento.

Biol6gica

Agrondmica,
morfoldgica.

Formacioén de
halos de
solubilizacion
de fosfato vy
sideroforos

en cepas de
Trichoderma

Medicion
directa

Regla,
calibrador

Vernier

Regla,
calibrador
Vernier,
balanza

3.4. Procedimientos

La investigacion se desarrollé en dos etapas fundamentales: una fase

experimental en laboratorio y una fase de aplicacion en campo.

3.4.1. Fase 1

Capacidad de promocion de crecimiento vegetal a las cepas de Bacillus y

Trichoderma en estudio in vitro

Disefio experimental

En este estudio, se aplicé un disefio completamente al azar (DCA), y cada

tratamiento con cinco repeticiones.

Equipos

e Camara de flujo laminar

e [Estufa

e Balanza

e Agitador magnético

e Microonda

e Autoclave

e |Incubadora

e Potenciémetro



Materiales

e Vaso de precipitacion
e Pinzas

e Papelfiltro

e Matraz Erlenmeyer

e Tubo de ensayo

e Caja Petri

e Mechero de alcohol

Andlisis de varianza

Tabla 4

Esquema del analisis de varianza

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamiento 9
Error 40
Total 49

Descripcion de los tratamientos

Las cepas de B. subtilis, B. licheniformis, T. longibrachiatum y T. reesei
pertenecen a una coleccion de microorganismos en el laboratorio de Biologia
Molecular que se encuentra adscrito a la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lépez (ESPAM-MFL). Las cepas
bacterianas (Bacillus) estan conservadas a -20°C, utilizando glicerol como
crio protector. Las cepas fungicas (Trichoderma) se conservan a 4°C por el

meétodo de repiques sucesivos.

Tabla b

Descripcion de los tratamientos

Descripcion

Cédigo Material biolégico

EM-12 T. longibrachiatum



EM-72 T. longibrachiatum

EM-150 T. longibrachiatum
EM-149 T. longibrachiatum
EM-49 T. reseei
E-54 B. subtilis
31-BMC B. subtilis
20-BP B. subtilis
21-BMC B. subtilis
E-44 B. licheniformis

Nota: EM “ESPAM MIL PESOS”, E “ESPAM”, BMC “Bacillus mucosa cerdo”, BP

“Bacillus pollo.
Procedimientos experimentales

Multiplicacion de las cepas de B. subtilis, B. licheniformis, T.

longibrachiatum, y T. reesei

B. subtilis y B. licheniformis: Para la multiplicacion de las cepas de B. subtilis y
B. licheniformis se prepar6é caldo nutritivo y se lo esteriliz6 en autoclave.
Posteriormente se inoculé adicionando 100 uL de agente activo de cepas B.
subtilis y B. licheniformis, seguidamente se incubé a 37°C durante 18 horas, esto

constituy6 el preindculo.

T. longibrachiatum y T. reesei: En la multiplicacién de los hongos se preparo el
medio de cultivo agar DG-18, se lo esterilizd en autoclave y se lo vertié en placas
Petri; seguidamente se realizé la siembra en el medio de cultivo puncion en tres
puntos equidistantes del agar DG-18. Posteriormente se incubd a 30°C durante
72 horas; finalmente el crecimiento se removieron las esporas, aplicando tween

80, con la espatula de Drigalsky.



Caracterizacion de Bacillus y Trichoderma

Solubilizacién de fosfato: De acuerdo con el protocolo propuesto por Niklitschek,
(2008) el experimento consistié en un cultivo puro de Bacillus sp, se obtuvo una
muestra y se sembré en un medio agar Pikovskaya (TM MEDIA), posteriormente
se procedid a incubar en estufa a 37°C durante 72 horas. Durante este proceso,
se observaron las bacterias que desarrollaron halos de solubilizacién de fosfato
alrededor de la colonia, los mismos que fueron seleccionados y con los datos a
obtener del diametro de la colonia y del halo de solubilizacién de fosfato se

calculo el indice de solubilizacion (1.S.).

s Diametro de colonia (mm) + Diametro de halo(mm)

Diametro de colonia (mm)

Produccion de sideroforos: Segun los procesos realizados por Hernandez et al.
(2015) la produccion de sideréforos se dio a partir de un cultivo puro de Bacillus
sp se extrajo la colonia y se sembré en placas Petri en un medio Agar Cromo
Azurol-5 (CA5); seguidamente las placas Petri se incubaron a 37°C durante 72
horas. Finalmente, los halos se midieron a partir de 48 horas de crecimiento.

Las 10 cepas en estudios se seleccionaron por sus caracteristicas deseables, y

se aplicaron al cultivo de rabano.

Variables respuestas

Formacion de halos de solubilizacion de fosfato en Bacillus (mm): Los datos
fueron recopilados mediante mediciones durante un periodo de incubacion de 48

horas.

Formacion de halos de solubilizacién de fosfato en Trichoderma (mm): Los datos
fueron obtenidos mediante mediciones realizadas durante un periodo de

incubacion de 72 horas

Formacion de halos de sideréforos en Bacillus (mm): Los halos de formacién se

midieron a partir de las 48 horas de crecimiento alrededor de las colonias.



Formacion de halos de sideroforos en Trichoderma (mm): Los halos de formacion

se midieron a partir de las 72 horas de crecimiento alrededor de las colonias.

3.4.2. Fase 2

Respuesta del cultivo de rabano (Raphanus sativus L) a la inoculacion de

cepas de Bacillus y Trichoderma promotoras de crecimiento vegetal

Una vez realizado la caracterizacion de los microorganismos, se inocularon las

cepas Bacillus y Trichoderma, en cada parcela en el area del estudio.
Disefio experimental

En la investigacion se utilizé un disefio completamente al azar, con 4

tratamientos y 5 repeticiones.

Equipos
e Incubadora
e Autoclave
e Estufa
e Potenciometro
e Balanza

e Calibrador Vernier

Materiales

e Semillas de rabano
e Mallas plasticas

e Mangueras

e Botellas plasticas

e Regla

e Cafas

e Abre hoyo



Analisis de varianza

Tabla 6

Esquema del ANOVA

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamiento 3
Error 16
Total 19

Combinacién de los tratamientos

Tabla 7

Descripcion de los tratamientos

N° Caddigo Descripcién
Material biolégico
1 1A T1: Cepas Bacillus E-44; E-54; 21-BMC;
31BMC; 20BP
2 2A T2: Cepas Trichoderma EM-12; EM-72; EM-150;
EM-149; EM-49
3 3A T3: Cepas Bacillus + Cepas Trichoderma E-44; E-54; 21-BMC;

31BMC; 20BP + EM-12;
EM-72; EM-150; EM-149;
EM-49

4 4A T4: Testigo absoluto

Nota: EM “ESPAM MIL PESOS”, E “ESPAM”, BMC “Bacillus mucosa cerdo”, BP
“Bacillus pollo”

Unidad experimental
La unidad experimental estuvo conformada por parcelas.
Delineamiento experimental

Distancia entre plantas: cm. 4
Distancia entre hileras: cm 40

Numero de plantas por hilera: 60



Hileras por parcelas: 3

Parcela neta: m. 1,6
Longitud de la parcela: m. 2,4
Ancho de la parcela: m 1,2
Area de la parcela: m2 2,88
Distancia entre parcelas cm 0.50

Procedimientos experimentales
Inoculacion de los microorganismos al cultivo de rdbano

En la fase inicial, se llevé a cabo la inoculacion de microorganismos mediante
aspersion, durante la siembra de las semillas de rabano en las hileras de cada
parcela. Esta aplicacion se realiz6 de acuerdo con la distribucion de los
tratamientos: T1 (cepas de Bacillus), T2 (cepas de Trichoderma) y T3 (cepas de
Bacillus + Trichoderma), y T4 (testigo); Posteriormente, se aplicaron los
tratamientos dos veces por semana, manteniendo una proporcion viv 1:1
(Bacillus, Trichoderma, Trichoderma Bacillus/agua), esta aplicacion se extendid
a lo largo de 40 dias, cubriendo todo el ciclo de desarrollo de las plantas de

rabano.
Condiciones de los tratamientos

La combinacién de los tratamientos de las cepas de Bacillus y Trichoderma
siguen un enfoque similar al utilizado por Zhou et al. (2019), quienes sefialaron
que el proceso a menudo es inestable cuando se inocula un solo agente

microbiano.



Tabla 8

Dosis de aplicacion en las parcelas

Tratamiento Dosis aplicada/tratamiento
T1l:. Cepas Bacillus (E-44; E-54; 21-BMC,;

31BMC; 20BP)

T2: Cepas Trichoderma (EM-12; EM-72; EM-150;

EM-149; EM-49)

T3: Cepas Bacillus + Cepas Trichoderma (E-44;

E-54; 21-BMC; 31BMC; 20BP + EM-12; EM-72;

EM-150; EM-149; EM-49)

T4: Testigo absoluto

2500 mL (500 mL por Cepa)

2500 mL (500 mL por Cepa)

2500 mL (500 mL de

consorcio microbiano)

Semillas de rabano

Se utilizaron semillas de Rabano Crimson Giant (distribuido por MAGAP.
Registro.Com N° 06) con especificaciones de 86% de germinacion y 99% de

pureza.

Variables respuestas

La evaluacion de las cepas de Bacillus y Trichoderma implicé la recoleccién de
datos correspondientes a siete variables morfol6gicas y reproductivas del cultivo

de rabano. Las variables analizadas se detallan a continuacion:

Altura de la planta (cm): En la etapa de cosecha, se llevo a cabo la evaluacion
al seleccionar aleatoriamente 20 plantas por tratamiento. Utilizando un
flexdbmetro, se realizaron mediciones desde la base apical hasta la parte superior

de las hojas.

Longitud de hoja (cm): Se seleccionaron 20 plantas para cada tratamiento y se

realizaron mediciones con la asistencia de un flexometro.

Ancho de la hoja (cm): Se tomaron mediciones en la parte central de 20 hojas de

cada tratamiento.

Numero de hojas activas por planta: Se registro el conteo total de hojas de las
20 plantas seleccionadas al azar dentro de cada tratamiento en el momento de

la cosecha.



Longitud de raiz (cm): Se llevaron a cabo mediciones desde el cuello hasta la

parte terminal de la raiz, iniciando desde el momento de la cosecha de la planta.

Didmetro del bulbo (cm): En el momento de la cosecha, se realizé una evaluacion
tomando las tres medidas horizontales y en asterisco del diametro medio del

bulbo, utilizando un Pie de rey milimetrado (vernier).

Rendimiento: Se calculé el peso total de los rabanos recolectados de las parcelas

y se expres6 en Kg/ha-t

3.5. Métodos estadisticos

Para el analisis de los datos relacionados con las variables morfoldgicas y
productivas del cultivo de rabano, se aplicaron pruebas de hipoétesis
paramétricas. Los requisitos de normalidad y homogeneidad de varianzas fueron
verificados mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la prueba de Levene,
respectivamente. Una vez verificados estos supuestos, se aplicaron el analisis
de varianza (ANOVA) de un factor, el modelo de regresion lineal y la
comparacién de medias a través de la prueba de Tukey, con un nivel de
significa