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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto de la inoculacion de Bacillus endofitos sobre los parametros
agronémicos del cultivo de papa “cv. Bicentenaria” bajo condiciones controladas.
Metodologia: Se emple6 el disefio completamente al azar (DCA) con 10 repeticiones. El
estudio evaluo el efecto de la inoculacion de Bacillus endofitos (Bacillus sp. Np9.1,
Cytobacillus solani Np2.1, Neobacillus niacini Np2.2, Cytobacillus solani Np2.3),
formando un total de 16 tratamientos (4 cepas individuales, 11 consorcios y 1 testigo), sobre
parametros morfologicos y productivos, ademas se realizaron pruebas in vitro para
determinar los mecanismos de promocién de crecimiento de los Bacillus. Resultados: Los
resultados demostraron que los Bacillus endofitos presentaron capacidad para producir
auxinas, sideroforos, solubilizacion de fosfatos y fijacion biologica de nitrégeno. En la
inoculacion con las cepas bacterianas no se presentd un efecto estadisticamente significativo
(»>0.05) en algunos de los parametros evaluados; sin embargo, si se observaron incrementos
en altura de planta, nimero de brotes, biomasa y caracteristicas de los tubérculos respecto al
control sin inoculacion, destacandose N. niacini Np2.2 para promover el incremento en
nimero de brotes, nimero de hojas y area foliar; asimismo, la cepa C. solani Np2.1 indujo
hasta un 29% mas en el nimero de tubérculos por planta. En tanto que, para el peso y
diametro de tubérculos todos los tratamientos presentaron mejores efectos respecto al control
sin inoculacion. Conclusiones: Los Bacillus endofitos poseen el potencial para promover el
crecimiento vegetal e incrementar parametros agrondémicos relevantes del cultivo de papa

cv. Bicentenaria, bajo condiciones controladas.

Palabras clave: auxinas, Bacillus endofitos, consorcio, sider6éforos, inoculacion.
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Effect of the inoculation of endophytic Bacillus on the agronomic parameters of

potato cv. Bicentenaria under controlled conditions

ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of endophytic Bacillus inoculation on the agronomic
parameters of the “Bicentenaria” potato crop under controlled conditions. Methodology:
The study evaluated the effect of endophytic Bacillus inoculation (Bacillus sp. Np9.1,
Cytobacillus solani Np2.1, Neobacillus niacini Np2.2, Cytobacillus solani Np2.3), forming
a total of 16 treatments (4 individual strains, 11 consortia, and 1 control), on morphological
and productive parameters. In vitro tests were also performed to determine the growth
promotion mechanisms of the Bacillus. Results: The results demonstrated that the
endophytic Bacillus exhibited the capacity to produce auxins, siderophores, phosphate
solubilization, and biological nitrogen fixation. Inoculation with the bacterial strains did not
show a statistically significant effect (p>0.05) on some of the evaluated parameters;
however, increases in plant height, number of shoots, biomass, and tuber characteristics were
observed compared to the uninoculated control. N. niacini Np2.2 stood out for promoting an
increase in the number of shoots, number of leaves, and leaf area; likewise, the C. solani
Np2.1 strain induced up to 29% more tubers per plant. For tuber weight and diameter, all
treatments showed better effects compared to the uninoculated control. Conclusions:
Endophytic Bacillus species have the potential to promote plant growth and increase relevant

agronomic parameters of the Bicentenaria potato cultivar under controlled conditions.

Keywords: auxins, Bacillus endophytes, consortium, siderophores, inoculation.



INTRODUCCION

La seguridad alimentaria esté influenciada por la creciente demanda de la poblacion mundial,
el impacto del cambio climéatico en la produccién agricola y la degradacion de los suelos,
por ello, se requiere incrementar el rendimiento de los cultivos con practicas sostenibles y
con un bajo impacto ambiental (Meena y Kumar, 2022; Christo et al., 2021; Gautam et al.,

2021).

En ese contexto, la produccion del cultivo de papa gana protagonismo ya que es uno de los
cultivos con mayor importancia para el consumidor a nivel global y representa un
componente estratégico para la dieta y economia de millones de familias (Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura [FAO], 2025). En el Peru el 90%
de su produccién se concentra en la sierra destacando Puno (1.2 Mt), Huanuco (0.79 Mt),
Ayacucho (0.72 Mt) y La Libertad (0.62 Mt) (Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego,
[MIDAGRI], 2025).

El desarrollo y liberacion de nuevos cultivares como la papa “Bicentenaria” tiene como
principal objetivo aumentar los rendimientos y resistencia a efectos bidticos y abidticos que
reducen el potencial de produccion. Sin embargo, ain con cultivares mejorados, la
produccion puede verse limitada por factores como la fertilizacion excesiva, enfermedades,
plagas y condiciones adversas en el lugar de siembra (Zhang et al., 2024). Por lo tanto, se
requiere de mas alternativas en la produccion agricola que mitiguen los efectos adversos con

menores impactos en el ambiente.

En los altimos afos, esta tomando mas interés la utilizacion de microorganismos endofitos
como alternativa innovadora para la produccion de alimentos (Madawala, 2021; Bécquer et
al., 2021; Cruz-Cardenas et al., 2021; Alvarez et al., 2018; Creus, 2017). La inoculacién con
bacterias endofitas surge como una alternativa ecoldgica prometedora para mejorar la
productividad vegetal, a la vez que se fomenta la sostenibilidad agroecoldgica, estas
bacterias pueden presentar caracteristicas para promover el crecimiento a través de
produccion de auxinas, fijacion de nitrogeno atmosférico, solubilizacion de nutrientes y

produccion de sider6foros (Singh y Shyu, 2024).

Estudios recientes relacionadas con la inoculacion de microorganismos fueron reportados

por Kantar y Uysal (2020) que mencionaron que la inoculacién de B. subtilis y B.



amyloliquefaciens para promover el crecimiento y productividad en el cultivo de papa
acelero la brotacion, mejoro las caracteristicas morfologicas, generd tubérculos con mayor
tamafio e incrementd los rendimientos en comparacion al control absoluto. Por otro lado,
Jabnoun-Khiareddine et al. (2023) realizaron ensayos en campo con aplicaciones de Bacillus
spp. encontrando un efecto directo sobre altura de planta, raices y peso de tubérculos.
Mientras que Lazarev et al. (2023) reportaron que la aplicacion conjunta de estas bacterias
elevd el rendimiento de papa hasta en 8,2 t.ha’!, favorecié la formacion de tubérculos de
mayor tamano (1,8 veces mas grandes) y mejor6 el desarrollo vegetativo (longitud de tallos
y hojas), confirmando el efecto como bioinoculantes para mejorar la productividad en el

cultivo de papa.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar los mecanismos de promocion de
crecimiento y el efecto de la inoculacion de Bacillus endéfitos sobre los parametros
agronomicos de papa “cv. Bicentenaria” bajo condiciones controladas, contribuyendo asi a

la busqueda de alternativas innovadoras y ecoldgicas en la produccion de alimentos.



CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1  Descripcion de la realidad problematica

Uno de los cultivos con mayor importancia para la seguridad alimentaria es la papa, por su
excelente adaptabilidad, valor nutritivo y alta diversidad genética (Devaux et al., 2021). El
Peru es el centro de origen, donde se concentran mas de 3500 variedades tanto oriundas y
mejoradas (Instituto Nacional de Innovacion Agraria [INIA], 2019; FAO, 2025; de Hann et
al., 2010). Este cultivo en el pais representa el principal alimento de la agricultura familiar,
por su alto valor nutricional y medicinal (FAO, 2025). Ademas, tiene un rol importante en la
economia familiar dado que genera mas de 26 millones de jornales a nivel nacional

(MIDAGRI, 2025).

Segun la FAO (2025) a pesar de la importancia del cultivo de papa, los rendimientos y
produccion son bajos considerando el alto potencial que tiene este cultivo en otros paises.
Cabe mencionar que los bajos rendimientos se deben a diversos factores adversos, pero los
pequefios agricultores para mejorar frente a estos problemas utilizan de forma intensiva e
ineficiente fertilizantes y plaguicidas quimicos que ocasionan que sus costos de produccion
sean elevados (Jabnoun-Khiareddine et al., 2023; Zhang et al., 2024; Arcos y Zuiiga, 2016;
Alvarado-Capo et al., 2015). Ademas, la mala gestion en el uso excesivo de fertilizantes
quimicos genera pérdidas que desembocan al medio ambiente y estd ocasionando
desbalances biologicos, desgastes de la biodiversidad, contaminacion de aguas subterraneas,
contaminacion del aire atmosférico, pérdida de la calidad del suelo y efectos negativos para

la salud humana (Zhang et al., 2024; Gonzales, 2019; FAO, 2025).

Por ende en los ultimos afios, se viene buscando alternativas con innovaciones
biotecnolodgicas que puedan reducir los efectos negativos en el ecosistema y reducir costos
de produccion por el uso excesivo de fertilizantes quimicos, una de estas alternativas es la
inoculacién de bacterias endofitas que promueven el crecimiento vegetal (PGPR) en el
cultivo de papa (Kantar y Uysal, 2020; Contreras et al., 2019; Alvarado-Cap¢ et al., 2015).
Las bacterias PGPR actuan fijando nitrégeno atmosférico, produciendo fitohormonas
(auxinas), solubilizan fosforo y produciendo unidades porcentuales de sideroforos (Singh y
Shyu, 2024; Moreno y Moreno, 2020). Sin embargo, estos estudios relacionados con el uso

de bacterias PGPR aun son limitados.



Por lo expuesto, el presente trabajo de investigacion busca evaluar los mecanismos de
promocion de crecimiento y el efecto de la inoculacion de bacterias endofitas sobre los
parametros agrondmicos de papa cv. Bicentenaria bajo condiciones controladas, buscando
contribuir con investigaciones biotecnologicas para el manejo del cultivo de papa y se pueda

reducir los impactos negativos por el uso excesivo de fertilizantes.

1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema general

(Cuales son los mecanismos de promocién de crecimiento y los efectos de la inoculacion de
Bacillus endoéfitos sobre los pardmetros agronomicos de papa cv. Bicentenaria bajo

condiciones controladas?

1.2.2 Problemas especificos

a) (Cuales son los mecanismos de promocion de crecimiento en cepas de Bacillus
endofitos bajo condiciones in vitro?

b) (Cual es el efecto de la inoculacion de cepas de Bacillus endofitos sobre los
parametros morfoldgicos y de produccion en el cultivo de papa cv. Bicentenaria bajo
condiciones controladas?

c) (Existe interacciones entre las cepas de Bacillus endofitos inoculados en el cultivo

de papa cv. Bicentenaria bajo condiciones controladas?

1.3  Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Evaluar los mecanismos de promocion de crecimiento y los efectos de la inoculacién de
Bacillus endofitos sobre los parametros agronomicos de papa cv. Bicentenaria bajo

condiciones controladas.

1.3.2 Objetivos especificos

a) Determinar los mecanismos de promocion de crecimiento en cepas de Bacillus

endofitas bajo condiciones in vitro.



b) Evaluar el efecto de la inoculacion de cepas de Bacillus endofitos sobre los
parametros morfologicos y de produccion en el cultivo de papa cv. Bicentenaria bajo
condiciones controladas.

c) Identificar si existen interacciones entre las cepas de Bacillus endéfitos inoculados

en el cultivo de papa cv. Bicentenaria bajo condiciones controladas.

1.4  Justificacion de la investigacion

El trabajo de investigacion propuesto es de interés social, econémico y ambiental debido a
que el cultivo de papa presenta gran importancia y demanda en la agricultura familiar, por
ser parte de la dieta diaria y generar ingresos para sustentar las canasta basica de diferentes
zonas rurales del Peru (Graves, 2006). Sin embargo, ante la preocupacion de reducir el efecto
negativo de los fertilizantes minerales aplicados en el cultivo de papa en el Peru, se necesitan
nuevas alternativas en el manejo nutricional. En ese contexto, la utilizacion de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal resalta como una estrategia sostenible y eficiente para
reducir el efecto del uso excesivo de fertilizantes minerales en la produccion del cultivo de

papa (Moreno y Moreno, 2020).

La utilizaciéon de bacterias PGPR también se traduce en un menor costo de produccién con
un efecto mas sostenido en el largo plazo, asimismo permitird reducir la contaminacién tanto
del medio ambiente como del ser humano por la utilizacién excesiva de fertilizantes
minerales en diferentes etapas (Cruz-Cardenas et al., 2021). Los resultados de esta
investigacion son relevantes en la zona de estudio para los productores de papa, aportara
informacion novedosa a la comunidad estudiantil, ademas servira como antecedente para

futuras investigaciones.

1.5 Delimitacion del estudio

Esta investigacion se llevo a cabo en dos etapas, la etapa en el Laboratorio de Investigacion
en bioprospeccion y biotecnologia microbiana, Universidad Nacional de Barranca - UNAB,
localizada en el distrito de Barranca, provincia de Barranca y la etapa experimental se
desarroll6 en la Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrion, en casa malla, durante
los meses mayo a setiembre del 2024, localizado en el distrito de Huacho, provincia de
Huaura, regién Lima-Pert. La investigacion en sus dos etapas abarcé los meses de abril del

2024 hasta enero del 2025.



CAPITULO II. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

2.1.1 Antecedentes internacionales

Kantar y Uysal (2020) evaluando el efecto de la aplicacion de Bacillus subtilis y Bacillus
amyloliquefaciens en el crecimiento y rendimiento del cultivo de papa, evaluaron la
aplicacion de fertilizacion estandar, los Bacillus y un control absoluto. Los resultados
reportaron que con la aplicacion de los Bacillus se adelant6 la brotacion (40 dias), aumento
de numero de tallos (+3) y hojas (+37) por planta, aumento la biomasa aérea, mayor peso de
tubérculos (104.21g) y un aumento significativo en la produccién (22.06 t.ha™) respecto al
control absoluto. Asimismo, la produccion con aplicacion de Bacillus fue similar al
tratamiento con aplicacion de fertilizantes. Los autores concluyen que B. subtilis y B.

amyloliquefaciens manifestaron rendimientos similares al fertilizante quimico.

Jabnoun-Khiareddine et al. (2023) en su trabajo de investigacion con Bacillus endofitos (B.
subtilis, B. amyloliquefaciens, B. cereus y B. tequilensis) como agentes de control de
patdgenos de la raiz y marchitamiento, y para promover el crecimiento de las plantas. En sus
resultados obtenidos demostraron que los Bacillus spp. controlan significativamente todas
las enfermedades fingicas que se presentan en el cultivo, ademds mejoraron la altura de
planta hasta en un 55%, crecimiento radicular en un 45% y mejoraron el peso de tubérculo
en hasta un 50% en comparacion al control absoluto. Concluyen que estas cepas de Bacillus
spp. pueden utilizarse en combinaciones como control suplementario de enfermedades y

promover el crecimiento y rendimiento en los sistemas de produccion de papa.

Maslennikova et al. (2023) en su investigacion con la mezcla de Bacillus subtilis y Bacillus
amyloliquefaciens para el control de Rhizoctonia, mejorar el crecimiento y rendimiento de
la papa, encontraron que con la mezcla de bacterias el indice de Rhizoctonia solani
disminuyo en hasta un 40%, la longitud de la parte aérea fue mayor (1.3 veces mas), mayor
numero de tallos (1.4 veces mayor) y el rendimiento se incrementd en hasta 8.2 t/ha, con una
fraccion del 16% de tubérculos mas grandes respecto al control absoluto. En conclusion, la
mezcla de estos Bacillus mitigd el hongo patdgeno y mejord los pardmetros de crecimiento

y rendimiento del cultivo de papa.



Alvarado-Capo et al. (2015) en su investigacion sobre el efecto de bacterias PGPR del género
Bacillus spp. en la produccion de minitubérculos cv. “Romano” en casa malla, inoculadas
por inmersion de las raices en suspension bacteriana, encontr6 diferencias significativas en
la variable altura de planta respecto a un control sin fertilizante, siendo el CCIBP-CS5 superior
con 40.29 cm en promedio, por otro lado, el tratamiento que se inoculé con CCIBP-W13
indujo mayor formacion de tubérculos por planta, las variables de masa fresca y masa seca,
fueron mejores con la inoculacion de las bacterias en comparacion con el control con y sin
fertilizante. Refieren también que, la inoculacion de las cepas bacterianas en el momento de
la siembra favorece en el crecimiento inicial y desarrollo de las plantas in vitro de papa, por
lo que concluyeron que la inoculacion de cepas bacterianas en plantas in vitro tuvo influencia
sobre las variables evaluadas y dependen del tipo de cepa, ademas puede favorecer en la

reduccion del uso de fertilizantes quimicos en la obtencion de mini tubérculos.

Rocha et al. (2019) evaluando bacterias endofitas aisladas de papas nativas de tipo Bacillus
como promotores de crecimiento vegetal en cultivos de papa Huaycha. Encontré que dos
aislados del género Bacillus cumplieron con tres mecanismos de promocion (fijacion de No,
solubilizacion de fosfatos y produccion de AIA). Comparando los aislados con B. subtilis en
invernadero, obtuvieron que la inoculacion con el aislado presentd un mayor desarrollo de
tubérculo con un rendimiento de 3 t.ha™!. En tanto que, para el peso de tubérculos destacé el
aislado comercial con un peso promedio de 72.74 g, seguido del Bacillus spp. con 71.63 g.

y para la altura de planta presentaron resultados similares.

Moreno y Moreno (2020) con el objetivo de evaluar microorganismos nativos PGPR sobre
el desarrollo de plantas de papa en invernadero, selecciond tres cepas aisladas (Bacillus
simplex, Pseudomonas poae y Pseudomonas fluorescens) y una levadura, de los cuales
demostraron una mayor capacidad para mineralizar el nitrégeno, solubilizar fosforo
inorganico y producir fitohormonas tipo acido indol acético en condiciones in vitro,
destacando las cepas B. simplex (QA23) y P. fluorescens (QA44) en la produccion de ATA
frente a la cepa control B. pumilus ATCC 14884, mientras que la cepa de P. poae (QAS)
proporcion6 mayor desarrollo radicular en las plantas de papa, al igual que la cepa control
B. pumilus ATCC 14884. Asimismo, la cepa QA8 indujo un mejor desarrollo radicular de las
plantas de papa, resultado similar que la cepa control B. pumilus ATCC 14884.



2.1.2 Antecedentes nacionales

Contreras et al. (2019) evaluando el efecto de cuatro cepas bacterianas (Azotobacter sp.,
Bacillus sp, Pantoea sp., Bacillus amyloliquefaciens y un control) sobre las caracteristicas
agronémicas de tres cultivares de papa (Canchan, Perricholi y Unica) en Caiete,
encontraron que, la inoculacion con las cepas bacterianas tuvieron efectos significativos en
las variables de vigor vegetativo, porcentaje de inflorescencia, peso de parte aérea, peso total
de la biomasa, en las tres variedades comerciales, destacando Azotobacter sp., como
promotor en el incremento del peso de follaje (3kg/planta) y de la biomasa total (120.5
kg/ha), asi mismo, estimular la floracion en la variedad Perricholi. En tanto que, Bacillus sp.
tuvo efecto en la regulacion de senescencia del follaje de la variedad Canchan, asi
concluyeron que las cepas inoculadas en las variedades de papa influyeron en ciertos

caracteres agronémicos, aunque su efecto depende de cada variedad de papa.

Arcos y Zuiiiga (2016) evaluando ocho cepas de rizobacterias nativas con el objetivo de
mejorar la produccion del cultivo de papa y el control de fitopatogenos en Puno, reportaron
que para las variables altura de planta y rendimiento de tubérculos en peso y numero, el
tratamiento inoculado con microorganismos PGPR fue estadisticamente superior respecto al
control absoluto (sin inoculacion); presentando a la variedad Compis con un incremento en
125,79% en el rendimiento y un incremento del 141,41% en el numero de tubérculos por
planta. Ademas, destacan que los campos inoculados con rizobacterias presentaron menor

porcentaje de infestacion de tubérculos con Spongospora subterranea 'y Rhizoctonia solani.

Camacho y La Torre (2015) evaluando tres géneros de bacterias (PGPR) Actinomicetos,
Bacillus y Pseudomonas sobre en el crecimiento del cultivo papa en sustratos con diferentes
combinaciones de arena, musgo y tierra de cultivo. Reportan que la inoculacion con las cepas
de Bacillus mejoraron las caracteristicas morfologicas del cultivo en todos los sustratos, pero
las cepas de Actinomicetos presentaron los mejores resultados en las variables evaluadas.
Los autores concluyen que hubo promocion de crecimiento mediante la inoculacion de estos

tres géneros de bacterias en el cultivo de papa en todos los sustratos.

Mauricio (2022) evaluando el consorcio de rizobacterias (Azotobacter sp. + B. subtilis + B.
simplex, Azotobacter sp. + Bacillus subtilis, Azotobacter sp. + Bacillus simplex y un control
con fertilizacidon) con la finalidad de promover el crecimiento del cultivo de papa, obtuvo

como resultados que la inoculacioén con el consorcio de Azotobacter sp. + B. simplex + B.



subtilis promovieron con alta significancia el crecimiento de la papa en las variables altura
de planta (38.45 cm), nimero de brotes (1.39) y niimero de hojas por planta (44).
Concluyendo que un consorcio de rizobacterias mejora el crecimiento y la produccion del
cultivo de papa, esto se traduce en una alternativa eficaz para producir tubérculos semilla en

invernadero.

Calvo (2008) con el objetivo de investigar sobre las mejores bacterias del género Bacillus
aislado de la rizosfera del cultivo de papa, demostré que estas son capaces inhibir el
desarrollo de Rizoctonia solani (69-91%) y Fusarium solani (58-86%). Ademas, fueron
capaces de producir grados &cido indol acético (AIA) y solubilizar de fosfatos. En campo
inocularon los Bacillus en cultivares de papa (Yungay, Canchan, Desiree y Unica) hallando
como resultados diferencias significativas respecto a controles positivos para las variables
agronomicas; peso seco de planta y tubérculos, nimero de tubérculos y el area de las hojas.
Finalmente mencionan que existe una alta correlacion entre el peso de la parte aérea, el
nimero y peso de tubérculos, lo que significa que un buen desarrollo de la parte aérea tiene

un efecto mayor en la produccién de tubérculos.

2.2 Bases teoricas

2.2.1 Origen de la papa cv. Bicentenaria

Contreras — Liza et al. (2023) menciona que esta variedad es el clon UH-24, conocido como
“Bicentenaria”, la cual se origind mediante seleccion clonal, por el cruzamiento entre

variedades:

“Reiche” x (“Diacol Capiro” x “Atlantic”)

l

Progenie de semilla sexual (F1)

l
Clon UH-24 "Bicentenaria"

e Reiche, es una variedad peruana que ha sido originada por el Centro Internacional de
la Papa para procesamiento y fue desarrollado por la Universidad de Ica.
e (apiro, es una variedad colombiana que es usada para la industria de fritura.

e Atlantic, es una variedad norteamericana para la industria.



2.2.2 Taxonomia

Segiin Trujillo (2004) y Rodriguez (2010) el cultivo de papa presenta la siguiente

clasificacion.
Reino : Vegetal
Division : Fanérogama
Clase : Dicotiledonea
Subclase : Simpétala
Orden : Tubiflorineas
Familia : Solanaceae
Género : Solanum

Especie : Tuberosum

2.2.3 Cultivo de papa cv. Bicentenaria

Contreras-Liza et al. (2023) menciona las caracteristicas distintivas del nuevo cultivar

Bicentenaria en la Tabla 1.

Tabla 1

Caracteristicas distintivas de la papa cv. Bicentenaria

Organo vegetal Descriptor Caracteristica distintiva
Forma Cilindrico estrecho
Brote Numero de radiculas Alto
Proporcion de azul en la
. ., . Fuerte
pigmentacion antocidnica de la base
Pubescencia de la base Intermedia
Tallo Pigmentacion antocidnica Débil
Boton floral Pigmentacion antocianina Media
Planta Frecuencia de flores Elevada

Proporcion de azul en la
pigmentacion antocidnica de la cara  Ausente
Corola de la flor interna

Extension de la pigmentacion

. ; Ausente
antocianica de la cara interna
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Planta Epoca de madurez Semiprecoz

Forma Esférica
Tubéreulo Color de la pulpa Blanco
Color de la piel Crema

Asimismo, menciona las caracteristicas generales de la variedad:

e Presenta respuestas favorables para la produccion en entornos con las condiciones
adecuadas, obteniendo un alto rendimiento y uniformidad de tubérculos.

e Presenta un corto periodo vegetativo y buena estabilidad fenotipica.

e Presenta baja incidencia frente a enfermedades; como el tizon tardio.

e Presenta so6lidos solubles y tipo de tubérculo adecuados para la industrializacion, en

cuanto al procesamiento en frituras en bastones y hojuelas.

2.2.3.1 Descripcion morfologica

Segtin Contreras - Liza (2020) las caracteristicas morfoldgicas del varietal son las siguiente:

e Crecimiento de forma erecta, determinada.

e El follaje presenta un color verde intenso.

e Presenta de 4 a 5 tallos por planta.

e El tallo principal presenta un color lila con forma cilindrica y levemente
pubescente.

e Las hojas presentan intercalacion de foliolos, con forma oval agrandada en la base.

e La floracion es intensa, la fecha de inicio de la floracion es 45 dias después de la
siembra.

e La corola es de forma pentagonal y de color blanco.

e Las anteras presentan un color amarillo y se encuentran debajo del estigma.

2.2.3.2 Caracteristica agronémica e industrial

Segiin Contreras — Liza (2020) las caracteristicas agrondomicas e industriales del varietal
fueron descritas en funcion a las evaluaciones desarrolladas en forma paralela a ensayos de

rendimiento, presentando los siguientes resultados:
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Aptitud agronomica

e Duracion que presenta el ciclo vegetativo: 120-130 dias.

e Presenta una moderada resistencia en campo a la enfermedad conocida como
rancha.

e Presenta tolerancia a los virus comunes de la papa, entre ellos PVY, PVX, PVSy
PLRV.

e Los tubérculos son caracteristicos porque presentan uniformidad en tamafio, forma
redondeada, ojos superficiales, pulpa blanca y piel lisa, de tono crema.

e El periodo de dormancia del cultivo es de tres a cuatro meses.

e Posee buena adaptacion a las condiciones de la Costa central y la region Sierra
hasta una altitud de 2500 m.s.n.m.

e Elrendimiento promedio que alcanza esta variedad ronda las 35 toneladas por

hectérea.
Aptitud de procesamiento

e El contenido de solidos solubles en el tubérculo ronda en promedio los 18.4%.
e Presenta un color de hojuelas adecuado, con un valor de b =22.98 dado por el
método Hunter Lab.

e Posee niveles bajos de glicoalcaloides (ensayo TGA), con valores comprendidos
entre 1.73-1.82 mg/100 g.

e Presenta un porcentaje reducido de defectos por fritura en hojuelas equivalente a
8,14 %.

e [a Calidad para elaboracioén de “chips” y “tiras” destinadas para pollerias es muy

buena.
Aptitud productiva

Segun Contreras et al. (2019) y Vargas et al. (2021) mencionan algunas caracteristicas

productivas de la papa Bicentenaria:

e (apacidad para producir hasta 8 tubérculos por planta.
e Capacidad de obtener un rendimiento promedio de 44,8 t ha™!, con un buen manejo.

e (Capacidad del tubérculo para presentar en promedio 18,4% de s6lidos solubles.
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2.2.4 Fenologia del cultivo de papa

Segtin el Ministerio de Agricultura y Riego (MINAGRI, 2019) precisa las siguientes fases

fenologicas del cultivo de papa:

1) Emergencia: Alargamiento y desplazamiento de las hojas del tallo principal sobre la
superficie del suelo.

2) Brotes laterales: Ramificacion del tallo. Crecimiento longitudinal de las ramas
nuevas. Los brotes aéreos forman el follaje de la planta y los subterraneos a los
rizomas, siendo estas la consecuencia de la formacion de tubérculos.

3) Boton floral: Visualizacion del boton floral de la primera inflorescencia del tallo
principal

4) Floracion: Se abren las primeras flores.

5) Maduracion: Variacion del color de la hoja y esta relacionado de forma directa con
la maduracion del tubérculo. Visualizacion de la piel de la papa de la base de la planta
si estd bien adherida y no se desprende; ademas, la madurez de la papa es cuando al

ser presionada con los dedos no pierde su cascara.

Figura 1

Estadios fenologicos del cultivo de papa

[ ] 1 | | ‘

MIDAGRI (2019): https://repositorio.midagri.gob.pe/handle/20.500.13036/228

2.2.5 Requerimiento climatico

El Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (MIDAGRI, 2019) describe el requerimiento

de las condiciones climdticas del cultivo de papa:
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e Temperaturas Optimas para la emergencia del cultivo de papa estd en rangos de 17
°Ca25°C.

e En la etapa vegetativa, temperatura favorables oscilan entre los 15°C a 25°C,

mientras que la tuberizacion depende directamente de la traslocacion y acumulacion

de fotosintatos en los tubérculos, siendo los valores méas apropiados de 14°C a 20°C.

Asimismo, se menciona que temperaturas inferiores a 15°C pueden reducir la velocidad de

crecimiento de los brotes y retrasar la emergencia de los tallos. Por otro lado, temperaturas

por encima de 28°C impiden una correcta tuberizacion, lo que causa una ausencia de

tubérculos y crecimiento engrosado de estolones.

e La papa es un cultivo que presenta fotoperiodo corto, por lo que necesita entre 10 a

12 horas de luz solar diaria para un 6ptimo desarrollo.

e La humedad relativa no debe exceder el 80%, porque incrementa la incidencia de

enfermedades flingicas como alternaria, rancha y otras.

Tabla 2

Requerimiento climatico del cultivo de papa segun el periodo fenologico

Humedad 6ptima

Déficit hidrico

60% - 80%

Sensible

60% - 80%

Sensible

60% - 80%

Sensible

60% - 80%

Sensible

60% - 80%

Sensible

PERIODO
FENOLOGICO
MADURACION
Parte aérea Brotamiento Emergencia Brotes Boton floral i Floracion j Maduracion Senescencia
1) laterales (2) A3 “) de bayas (5)
. Form,a €O 5 Desarrollo y crecimiento de Em.l ston y Crecimiento Maduracion de
Parte radicular | de raicesy . crecimiento ! y llenado de .
raices tubérculos
tallos de estolones estolones
Ocurrencia de la
fase (dds)
Variedad precoz 15-20 25-35 60-70 80-95 100-120
Variedad 20-25 35-45 75-90 100-120 130-160
semitardia
Variedad tardia 25-30 45-55 95-105 135-150 180-200
g;:?nﬁzramra 17°C225°C | 17°Ca25°C | 15°Ca25°C | 15°Ca25°C | 15°C a25°C 14°C 220°C
Temperatura <5°Ca <5°Ca <6°Ca30°C <6°Ca <6°Ca o o
critica 30°C > 30°C > > 30°C > 30°C > <3°Ca2sC>

60% - 80%

Tolerante

MIDAGRI (2019): https://repositorio.midagri.gob.pe/handle/20.500.13036/228
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2.2.6 Importancia de la Variedad “Bicentenaria”

Torres (2021) menciona la importancia del Clon UH-24:

e Disminuir la importacion, de 35 000 t anuales de papas procesadas.

e Presenta caracteristicas muy preciadas por pollerias y restaurantes, pulpa cremosa,
liviana, pocos o0jos, demanda poco aceite y presenta un nivel bajo de azucar, evitando
la oxidacion rapida.

e Una alternativa en la rentabilidad, para mejorar la calidad de vida del productor.

e Factor importante en la seguridad alimentaria.

e Presenta caracteristicas Unicas frente a otras variedades del pais.

e (Qarantiza a la industria una producciéon durante todo el afio, porque presenta una

capacidad alta de adaptacion a diferentes condiciones climaticas.

2.2.7 Mecanismos de promocion de crecimiento vegetal (PGPR)

La utilizacion Bacillus endofitos como baterias que promueven el crecimiento vegetal se
viene investigando en las ultimas décadas, introduciendo el término "rizobacterias"
denominadas como PGPR (Plant growth-promoting rhizobacteria) (Benjumeda, 2017). Las
bacterias utilizan diversos mecanismos ya sea directos o indirectos que pueden brindar
ventajas al cultivo, los mecanismos directos mas relevantes suelen ser la solubilizacion de
fosfatos, produccion de fitohormonas (auxinas) y fijacion biologica del N> atmosférico que
contribuirdn a la nutricion y mejora del sistema radicular (Lugtenberg y Kamilova, 2009;
Compant et al., 2019). Camelo et al. (2011) menciona que entre los mecanismos indirectos
se pueden presentar sintesis de siderdforos que promueven la disponibilidad de hierro,

produccion de antibidticos e induccion a una mayor resistencia sistémica en las plantas.

Ogata et al. (2016) refiere que en las ultimas décadas, las investigaciones en microbiologia
aplicada al area agricola han tomado mayor relevancia, debido al desempefio y efectividad
que presentan las rizobacterias como promotoras de crecimiento en diferentes especies
vegetales que permiten acelerar la emergencia, promover mayor altura de planta, aumentar
el peso y tamafio de tubérculos. Sin embargo, las investigaciones atin son limitadas sobre el
uso y efectividad de diferentes especies de microorganismos que mejoran caracteristicas de

produccion de los cultivos.
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Algunos géneros de bacterias pertenecientes a PGPR son; Agrobacterium, Arthrobacter
Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium,

Erwinia, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas y Serratia (Benjumeda, 2017).
2.2.8 Bacterias endofitas

Este grupo representa a los microorganismos que colonizan de forma natural tejidos internos
de las plantas sin provocar enfermedades, sino mas bien establecen relaciones de mutualismo
para mejorar la adaptacion frente a condiciones adversas que se presenten en el ambiente
(Hardoim et al., 2015). Estas bacterias se pueden localizar en las raices, los tallos, las hojas
e inclusive en oOrganos productivos, generando una mejor optimizacion de los recursos
metabolicos, es por lo que son una alternativa viable para aplicaciones biotecnoldgicas en la

agricultura.
2.2.8.1 Bacillus sp.

Los géneros Bacillus son microorganismos sobresalientes en el suelo, aislados de la rizosfera
de diferentes cultivos, investigaciones reportan efectos favorables de estos géneros con
capacidad de promover el crecimiento de las plantas mediante la fijacion de nitrogeno,
solubilizacion de los fosfatos y la produccion de fitohormonas, ademas como enzimas

hidroliticas, sider6foros y una amplia gama de antibioticos (Huerta, 2019; Rojas-Sanchez et

al., 2022).

Bacillus sp. en condiciones Optimas produce efectos significativos sobre parametros
agronodmicos y productivos de plantas de papa como; tuberizacién anticipada, aumento de
altura, rapido desarrollo foliar y un probable incremento de tasa de fotosintética (Contreras

et al., 2019).
2.2.8.2 Cytobacillus solani

Una nueva bacteria formadora de endosporas con tinciéon Gram positiva, denominada cepa
FIAT-18043", se aislé6 de una muestra de suelo de un campo de patatas en la Region
Autonoma de Xinjiang, China. Las propiedades fenotipicas, quimiotaxondémicas y
genotipicas indicaron claramente que el aislado FJAT-18043" representa una especie
novedosa dentro del género Bacillus, sin embargo el nombre Bacillus solani sp. nov. aun no

estd propuesto (Liu et al., 2015).
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2.2.8.3 Neobacillus niacini

Bacillus sp. 1a cepa DSM 2923 T (T = cepa tipo) y otras cinco cepas de Bacillus aisladas del
suelo pudieron crecer con nicotinato (niacina) como principal fuente de carbono, nitrogeno
y energia y producir un pigmento azul. El contenido de guanina mas citosina de los ADN de
cuatro cepas oscilo entre 37 y 39% en moles. Sobre la base de los resultados de las pruebas
fisiologicas comunes, no fue posible la asignacion a una especie de Bacillus previamente
descrita. Por lo tanto, estas cepas estrechamente relacionadas se describen como una nueva

especie, B. niacini (Nagel y Andrews, 1991).
2.2.9 Uso de bacterias endofitas como bioinsumos

En estos ultimos anos, el uso de bacterias endofitas del género Bacillus ha ganado
protagonismo para desarrollar bioinsumos agricolas, teniendo formulaciones que se
comercializan para el biocontrol de patégenos o para mejorar la asimilacion de nutrientes
denominados fertilizantes (Compant et al., 2019; Pérez-Garcia et al., 2011). El interés por
estos microorganismos radica en una alternativa mas eficaz y sostenible que se integren en

la produccion para reducir los usos excesivos de agroquimicos.
23 Definicion de términos basicos

e Consorcio: es una asociacion que se da entre especies que buscan sobrevivir
conjuntamente beneficidndose ambas partes, beneficiando también de forma
indirecta al hospedero (Custodio, 2016).

e Auxinas: fitohormona que controla diversos procesos del desarrollo de las plantas,
entre los que se tienen; elongacion celular, dominancia apical, formacion de raices,
diferenciacion vascular etc. La auxina mas representativa es el acido indol acético
(AIA) (Benjumeda, 2017).

e Siderdforos: son compuestos que producen las bacterias y hongos que tienen
afinidad por el Fe®, lo que les permite tomar el hierro del ambiente, hacerlos
disponible y utilizarlos en sus procesos metabdlicos e indirectamente también las
plantas aprovechan este hierro disponible (Jabnoun-Khiareddine et al., 2023).

e Solubilizacion de fosfatos: proceso microbiano que permite transformar el fosforo
insoluble (fosfato de calcio, fosfato de hierro, etc.) en compuestos disponibles que la

planta aprovecha. Este mecanismo se lleva a cabo debido a la secrecion de acidos
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24

24.1

orgéanicos y enzimas fosfatasas, que liberan iones ortofosfato aprovechables por las
raices (Sharma et al., 2013).

Bioinoculantes: formulados a partir de microorganismos benéficos (bacterias,
hongos, etc.) son aplicados directamente en las semillas, suelo o tejidos vegetales, su
uso permite promover el crecimiento, proteger contra patdgenos, solubilizar y fijar
nutrientes. Los bioinoculantes constituyen una alternativa sostenible en la
produccion agricola (Pérez-Garcia et al., 2011).

Cepas: son el conjunto de células de una misma especie obtenidas de una sola célula
(Custodio, 2016).

Promocion del crecimiento: aplicacion de sustancia o compuesto a las plantas que
estimula y modifica de alguna forma su crecimiento (Rocha et al., 2019).
Agricultura sostenible: produccion agricola que protege la seguridad alimentaria

sin comprometer ni impactar negativamente los recursos naturales (Sharma et al.,

2013).

Hipotesis de investigacion

Hipotesis general

La inoculacién de Bacillus endofitos produce efectos significativos sobre los pardmetros

agrondémicos de papa cv. Bicentenaria bajo condiciones controladas.

24.2

a)

b)

Hipotesis especificas

Los mecanismos de promocion de crecimiento difieren entre las cepas de Bacillus
endofitos bajo condiciones in vitro.

La inoculacion de cepas de Bacillus endoéfitos influye significativamente sobre los
parametros morfologicos y de produccion en el cultivo de papa cv. Bicentenaria bajo
condiciones controladas.

Existen diferencias significativas en las interacciones entre las cepas de Bacillus
endofitos inoculados en el cultivo de papa cv. Bicentenaria bajo condiciones

controladas.
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CAPITULO III. METODOLOGIA

3.1  Gestion del experimento

3.1.1 Ubicacion

La primera fase del trabajo de investigacion se ejecutd en el Laboratorio de Investigacion
en bioprospeccion y biotecnologia microbiana de la facultad de ingeniera (Universidad
Nacional de Barranca), ubicado en el departamento de Lima, provincia de Barranca, distrito
de Barranca, ubicado segun sus coordenadas geograficas UTM -10.7567 -77.7606, a una

altura de 74 msnm.

Figura 2
Ubicacion geografica de la primera Fase del experimento en la Universidad de Barranca-

Laboratorio

Tomada de Google Earthr Pro.

La segunda fase del trabajo de investigacion se ejecutd en el campo experimental - casa
malla de la Facultad de Ingenieria Agraria, Industrias Alimentarias y Ambiental
(Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrién) en el departamento de Lima,
provincia de Huaura, distrito de Huacho, ubicado segtn sus coordenadas geograficas UTM

-11.125665 -77.60861, a una altura de 60 msnm.
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Figura 3
Ubicacion geografica de la segunda fase del experimento en la Universidad Nacional Jose

Faustino Sanchez Carrion — Campo Experimental

Tomada de Google Earth Pro
3.1.2 Caracteristicas del area experimental

Los experimentos de la primera fase se realizaron en el Laboratorio de Investigacion en
bioprospeccion y biotecnologia microbiana, de la UNAB. El Laboratorio estaba equipado
para la produccion adecuada de inoculantes microbianos. Entre los equipos usados: Camara
de flujo laminar, Agitador orbital, Incubadora, horno o estufa, Autoclave vy

espectrofotometro.

El experimento en la segunda fase se llevo a cabo en la casa malla del campo experimental,
en la Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrion. La area experimental estuvo
cubierto con malla antidfida y techada con malla raschell celeste al 50% de sombra. El
sustrato utilizado para las macetas estuvo constituido por una mezcla (v/v) de arena lavada
(45%), humus de lombriz (45%) y pajilla de arroz (10%). Antes de la siembra, el sustrato

estuvo regado para proceder con la siembra e inoculacion de las cepas de Bacillus endoéfitos.
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3.1.3 Tratamientos

El género, especie y codigo de las cuatro cepas de Bacillus endofitos empleada para la
preparacion de inoculantes se describen en la Tabla 4 y los tratamientos formulados

individuales y en consorcios inoculados en el experimento se muestran en la Tabla 5.

Tabla 4
Bacillus endofitos

Género y especie Codigo de cepa

Bacillus sp. NpO9.1

Cytobacillus solani Np2.1

Neobacillus niacini Np2.2

Cytobacillus solani Np2.3
Tabla §

Tratamientos formulados con Bacillus endofitos

Clave Tratamientos

T.1 Np2.1

T.2 Np2.2

T3 Np2.3

T.4 Np9.1

T.5 Np2.1 + Np2.2

T.6 Np2.1 + Np2.3

T.7 Np2.1 +Np9.1

T.8 Np2.2 + Np2.3

T.9 Np2.2 + Np9.1

T.10 Np2.3 + Np9.1

T.11 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3
T.12 Np2.1 + Np2.2 + Np9.1
T.13 Np2.1 + Np2.3 + Np9.1
T.14 Np2.2 + Np2.3 + Np9.1
T.15 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 + Np9.1
T.0 Control absoluto (sin inoculacion)
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3.1.4 Disefio experimental

Este trabajo de investigacion se planteo utilizando un disefio completamente al azar (DCA)
que conformd de un total de 160 macetas distribuidas aleatoriamente, cada tratamiento se
conform¢é de 10 repeticiones, considerandose 15 tratamientos con inoculacion de Bacillus

endofitos mas un tratamiento control sin inoculacion (T.0) (Tabla 5).
3.1.5 Variables evaluadas
Variables de la primera fase

Las variables fueron evaluadas en el Laboratorio de Investigacion en Bioprospeccion y
Biotecnologia Microbiana siguiendo los procedimientos aprobados por la Universidad

Nacional de Barranca.
Mecanismos de promocion de crecimiento
Y1.1: Produccion de auxinas

La produccion de acido indo acético (AIA) fue evaluada empleando la técnica
colorimétrica y cuantitativa, en que se utilizo el reactivo de Salkowsky de acuerdo con

Gravel et al. (2007). Se expresé en mg.L".

Y1.2: Solubilizacidon de fosfatos

La prueba de solubilizacion de fosfatos se evalué de forma cuantitativa empleando la

técnica del fosfomolibdato (Murphy y Riley, 1962).

Y1.3: Produccion de sideroforos

La produccion de unidades de siderdforos se evalud de forma cuantitativa empleando la

metodologia del CAS-Shuttle Assay (Sayyed et al., 2005).

Y1.4: Fijacion de nitrégeno

La capacidad de fijacion de nitrogeno de las cepas se determind inoculando en medios

MIJV y Burk, medios minerales sin fuente de nitrogeno (Baldani et al., 2014).
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Variables de la segunda Fase

Las variables agronomicas evaluadas en el drea experimental de casa malla siguieron la

metodologia propuesta por Bonierbale et al. (2010).
Parametros morfologicos

Estos parametros se evaluaron y anotaron en cartillas de evaluacién para su posterior

analisis, por cada parametro se menciona los dias después de la siembra.

Y2.1: Altura de planta (cm): 45 dias

La altura de la planta se midi6 con una regla milimetrada desde la base del tallo hasta el

apice de las hojas y se registro los datos en centimetros.

Y2.2: Numero de brotes (n°): 30 dias

El nimero de brotes por planta fue evaluado a los 30 dias después de la siembra de forma

manual contando los brotes. Se registrd en unidades enteras.

Y2.3. Numero de tallos por planta (n°): 65 dias

El nimero de tallos se evalu6 a los 65 dias después del primer aporque, contando de forma

manual la cantidad de tallos. Se registro en unidades enteras.

Y2.4: Numero de hojas por planta (n°): 45 dias

El nimero de hojas fue evaluado a los 45 dias después de la siembra contando las hojas

y se registro en unidades enteras.

Ya.s. Area foliar por planta (cm?): 45 dias

El 4rea foliar se determin6 con la aplicacion moévil “Easy Leaf Area”

(https://play.google.com/store/apps/details?id=com.heaslon.Easyl.eafArea&hl=es PE&

pli=1), sombrea el 4rea de la biomasa foliar y nos brinda el 4rea en cm? (Easlon y Bloom,

2014).
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Parametros de produccion

Estos parametros fueron evaluados a la cosecha 120 dias después de la siembra, durante el

mes de setiembre.

Y2.6: Aspecto externo (escala 1 al 9)

El aspecto externo de los tubérculos fue evaluado con una escala del 1 al 9. Siendo 1 un
aspecto poco agradable y con dafios, en tanto que una escala cerca al 9 tuvimos un aspecto

muy bueno.

Y2.7: Numero de tubérculos por planta (n°)

El nimero de tubérculos por planta fue evaluado contando los tubérculos por planta y los

datos fueron registrados en unidades enteras.

Y2.s: Peso de tubérculo por planta (g)

El peso de tubérculo por planta fue evaluado pesando los tubérculos cosechados, se utilizd

una balanza analitica y los datos encontrados fueron registrados en gramos.

Y2.9. Diametro medio de tubérculo (mm)

El diametro medio de tubérculo fue evaluado midiendo el ancho del tubérculo. Se utilizo

un vernier digital y los datos encontrados fueron registrados en milimetros.

3.1.6 Conduccion del experimento

Fase 1: Reactivacion y mecanismos de promocion de crecimiento de cepas de Bacillus

endofitos

Reactivacion de cepario:

Para el estudio se emplearon cepas de Bacillus endofitos aisladas de Nicandra physalodes
depositadas y conservadas en la Coleccion de Microorganismos Benéficos para la agricultura
y pecuaria-UNAB (ColMiBAP-UNAB). La coleccion de endosimbiontes esta formada por
cuatro cepas, dos del género Cytobacillus (Np2.1 y Np2.3), un Neobacillus (Np2.2) y un
Bacillus sp. (Np9.1), provenientes de la provincia de Barranca. Las cepas fueron reactivadas

desde criopreservacion a -80°C en una placa conteniendo agar TSA, e incubadas por 24 horas
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a 28°C. Las cepas fueron cultivadas antes de alcanzar la fase estacionaria y la D.O fue
estandarizada a 1.0 (600 nm). El recuento celular fue confirmado mediante diluciones
decimales sucesivas y sembradas en placas de Petri conteniendo agar TSA (1 x 105UFC m.L-
1. Para la preparacion del indculo, se realizo una dilucion (1:10) empleando agua destilada

estéril a utilizar. Esta dilucion sirvi6 para inocular los tubérculos semilla de papa.
Caracterizacion de los mecanismos de promocion de crecimiento

Las cepas de Bacillus fueron sembradas en tubos conteniendo 10 mL de caldo TSB e
incubado a 170 rpm por 24 horas. Los inoculos fueron cosechados a 10000 rpm por 3
minutos, el pellet lavado con solucion salina estéril (0,89%) y resuspendido a una suspension
bacteriana de DOgoo nm= 1,0. El in6culo fue empleado para los ensayos de evaluacion de

promociodn de crecimiento.
Produccion de auxinas

La produccion de fitohormonas fue evaluada empleando la técnica colorimétrica usando el
reactivo de Salkowsky de acuerdo con Gravel et al. (2007) que cuantifica la produccion de
compuestos inddlicos, entre ellos la auxina, por el método espectrofotométrico a 535 nm en
la presencia o ausencia de L-triptéfano. La produccion de auxinas se realizé en caldo LB,
ambos suplementados con 100, 250, 500 ppm de triptofano. Las cepas fueron inoculadas
(10%) en tubos conteniendo 5 mL los medios de cultivo en estudio. Las cepas fueron
cultivadas de acuerdo a la velocidad de crecimiento de la cepa y el sobrenadante obtenido a
8000 rpm por 10 minutos. La produccion de auxinas se determind empleando una curva

patron empleando diferentes concentraciones de AIA.
Solubilizacion de fosfatos

La solubilizacion se realizé en una primera etapa en agar NBRIP y su capacidad de producir
halos se solubilizacion de fosfatos a nivel de placa. De acuerdo al resultado, fue cuantificada
la produccion de fosfato soluble por las cepas en medio liquido PVK. Se emple¢ la técnica
del fosfomolibdato (Murphy & Riley, 1962) para evaluar fosfato soluble. Se realizd una

curva estandar a base de KH,PO4. Las fuentes de fosforo a evaluar fue fosfato tricalcico.
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Produccion de sideroforos

Se evalu6 de manera cuantitativa. Las cepas bacterianas se cultivaron en caldo SM,
inoculando a razon de 0,1% (v/v), es decir, 100 uL en 10 ml de medio SM contenidos en
frascos Erlenmeyer de 125 ml. Seguidamente estas muestras fueron incubadas a una
temperatura de 28°C con agitacion constante de por 170 rpm, que se fue ajustando segun la
velocidad de crecimiento de las cepas. Posterior a ello, una vez que las muestras alcanzaron
el crecimiento adecuado fueron centrifugadas a 10000 rpm durante 15 minutos y el
sobrenadante libre de célula se utiliz6 para la cuantificacion de unidades de sideréforos. Para
la determinacion de sideroforos se llevo a cabo bajo la metodologia del CAS-Shuttle Assay,
que consiste en combinar 0,5 ml del sobrenadante del cultivo y 0,5 ml de reactivo CAS. La
absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 630 nm, utilizando como control el caldo de

una muestra no inoculada + 0.5 ml de reactivo CAS.

El porcentaje de unidades de sideroforos se calculé mediante la siguiente formula:

((Ar — As)/Ar)*100

donde, Ar: Absorbancia de la referencia; As: Absorbancia de la muestra (Sayyed et al., 2005).

Fijacion de Nitrogeno

La capacidad de fijacion de nitrogeno de las cepas en estudio se determind en los medios
MIJV y Burk un medio mineral sin nitrogeno (Baldani et al., 2014), suplementado con 1,6 g
(semisoélido) o 16 g (sdlido) de agar-agar, 0,5 mL de solucion de azul de bromotimol (0,5%
en etanol al 70%), pH 7,0 + 0,2. Los indculos estandarizados se sembraron en la superficie
de los medios de cultivo MJV y Burk semisolido a razén del 10% (150 pL por tubo). La
formacién de una subpelicula bajo los medios de cultivo MJV y Burk semisélido y la
aparicion de colonias en ambos medios so6lidos, asi como el cambio del indicador azul de

bromotimol, indican la actividad fijadora de nitrogeno.

Fase 2: Siembra e inoculacion de papa cv. Bicentenaria en casa malla

Habilitacion del area experimental

e Se realizo la limpieza y el cambio completo de la malla antiafida del area

experimental, en el techo también se coloco una malla rashell al 50% de sombra.
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e Se dispuso de 8 mesas en la casa malla, se colocaron 2 tratamientos por cada mesa
(Figura 4).
e Las macetas utilizadas fueron de una capacidad de 4 L que se desinfectaron con

detergente, se ordenaron y se rotularon seguin tratamiento y repeticion (Figura 4).
Tubérculo semilla

Los tubérculos semilla de papa cv. Bicentenaria producidos en invernadero, provistos por el
Laboratorio de Biotecnologia para la Produccion (Universidad Nacional José Faustino
Sanchez Carridon). Se seleccionaron los mejores tubérculos semilla, distribuidos con

caracteristicas similares en tamafio y forma.
Desinfeccion de los tubérculos semilla

Se desinfectaron los tubérculos semilla con hipoclorito de sodio al 5% durante 3 min, luego

se realizd tres enjuagues con solo agua. Se dejo orear por aproximadamente 1 hora.
Preparacion de sustrato

El sustrato preparado para las macetas fue constituido por una mezcla (v/v) de 288 L de arena
lavada (45%), 288 L humus de lombriz (45%) y 64 L pajilla de arroz (10%). Del sustrato

preparado se agregd 2,75 L a cada maceta.
Preparacion y traslado de indculos

La preparacién del inoculo se realizo en una dilucion (1:10), se determind 50 ml por cada
semilla, por ende se prepar6 un total de 600 ml de inoculantes bacterianos individuales y en
consorcio segin la Tabla 5 de tratamientos. Estos inoculantes se prepararon a nivel de
laboratorio con agua destilada estéril consiguiendo una concentracion de 1 x 103 UFC m.L!
en una camara de flujo laminar para evitar contaminaciones del ambiente, los inoculantes
preparados fueron depositados en botellas de primer uso de capacidad de 1L esterilizados
con rayos UV por 15 min, se rotularon en total 16 botellas (tratamientos). Para el traslado
desde Barranca (UNAB) a la ciudad de Huacho (UNJFSC) las botellas con inoculantes se

depositaron en un cooller de capacidad de 20 L.
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Inoculacion y siembra de los tubérculos

En el laboratorio de suelo de la UNJFSC los tubérculos semilla desinfectados fueron
inoculados por inmersion, en un envase de primer uso de 1.5 L se agregd los 600 ml de caldo
bacteriano sumergiendo los tubérculos por aproximadamente 5 minutos, luego se dejaron

orear por 30 min. Este paso se repitid en un envase diferente para cada tratamiento.

Posteriormente, los tubérculos semilla fueron distribuidos y sembrados a 3 cm de
profundidad en cada maceta seglin tratamiento y repeticion. La siembra se realizo en el mes

de mayo del 2024.

Después de 60 dias se realiz6 una segunda inoculacion tanto foliar como radicular, utilizando

la misma concentracion y la metodologia de preparacion de caldo bacteriano.

Riegos

El primer riego se realiz6 un dia anterior a la siembra con 250 ml de agua en reposo por 24
horas, posteriormente se realizo los riegos cada dos a tres dias o segun necesidad de cultivo

con 250 ml de agua para cada tratamiento y repeticion.

Control de plagas

Después de 40 dias de siembra se realizd aplicaciones preventivas de Imidacloprid y

Benomyl para el control de plagas y enfermedades respectivamente.

Evaluaciones de parametros morfologicos

Las evaluaciones se realizaron por los investigadores segin dias establecidos para cada

variable.

Cosecha

La cosecha se realizd después de los 120 dias de la siembra, se realiz6é de forma manual por

cada maceta segun repeticion y tratamiento. Se evaluaron los pardmetros productivos.
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3.2 Técnicas para el procesamiento de la informacion

Los resultados de las evaluaciones tomados en campo se transcribieron en hojas del
programa Excel, luego se sometieron a la rigurosa prueba de normalidad y prueba de
homogeneidad de varianza, con los datos trasformados se procedido con el andlisis de
varianza (ANOVA) que permitié evidenciar diferencias significativas. Asimismo, para la
comparacion de medias se utilizo la prueba estadistica Tukey con nivel de significacion del
5% de probabilidad. El software estadistico utilizado fue el Infostat para el procesamiento

de los datos.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
4.1. Caracteristicas morfologicas evaluadas en casa malla

4.1.1 Altura de planta (cm)

Segun el analisis de varianza, Tabla 6, se observa que existe diferencias significativas entre
los Inoculantes de Bacillus endéfitos (p<0.05) para la altura promedio plantas, lo que indica
variabilidad entre los resultados para esta variable. El coeficiente de variacion es de un

11.00% lo que indica buena precision entre los resultados de los tratamientos.

Tabla 6

Analisis de varianza para la altura de planta “cv. Bicentenaria”

FV SC GL CM Fe p> Fce Significancia
Inoculantes de s
Bacillus endoéfitos 9,39 15063 331 0,001

Error 24,78 131 0,19

Total 34,17 146

CV% 11,00

ns: no significativo, * significativo.

La Tabla 7 muestra la prueba de comparacion de medias de Tukey al 5% se observa
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). El consorcio con cepas Np2.1 + Np2.2
+ Np2.3 + Np9.1 (T15) presentod el mejor efecto con 19,08 cm de altura de planta, sin
embargo este valor no difiri6 significativamente del control absoluto (14,46 cm) aunque el
incremento fue de un 32% en la altura. Cabe mencionar que el T15 si fue superior
significativamente a los tratamientos T8 y T4 que presentaron los valores mas bajos de la

Tabla con 12,97 y 11,87 cm respectivamente.

Tabla 7
Altura promedio de plantas de papa “cv. Bicentenaria”, inoculadas con Bacillus endofitos

bajo condiciones controladas

Tratamiento Cepas Altura de planta (cm)
T.15 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 19,08 a

T.9 Np2.2 + Np9.1 18,52 ab

T.14 Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 18,41 ab

T.10 Np2.3 + Np9.1 17,02 abce
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T.3 Np2.3 17,01 abc

T.11 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 16,80 abc
T.6 Np2.1 + Np2.3 16,67 abc
T.13 Np2.1 + Np2.3 + Np9.1 16,62 abc
T.1 Np2.1 15,49 abc
T.2 Np2.2 15,19 abc
T.0 Control absoluto 14,46 abc
T.7 Np2.1 + Np9.1 14,42 abc
T.5 Np2.1 + Np2.2 13,94 abc
T.12 Np2.1 + Np2.2 + Np9.1 13,76 abc
T.8 Np2.2 + Np2.3 12,97 be
T.4 Np9.1 11,87 c

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.1.2 Numero de brotes por planta

En la Tabla 8 se observa el analisis de varianza que evidencia que se observa diferencias
significativas entre los Inoculantes de Bacillus endofitos (p<0.05) para el nimero de brotes
por planta. El coeficiente de variacion fue de 23.32%, con un promedio general de 1,67

brotes por planta.

Tabla 8

Analisis de varianza para el numero de brotes por planta “cv. Bicentenaria”

FV SC GL CM Fec p >Fc Significancia

Inoculantes de 2,6

%k
Bacillus endofitos -5 1037 0,0023

Error 10,58 104 0,1
Total 14,56 119
CV% 23,32

ns: no significativo, * significativo.

Segun la Tabla 9 comparando el numero promedio de brotes por planta entre los diferentes
tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey al 5%, se puede evidenciar que respecto al
control absoluto (sin inoculacidén) no existe diferencias significativas. Cabe mencionar que
la cepa Np2.2 fue superior significativamente a los consorcios Np2.1 + Np2.2 + Np2.3
(T.11), Np2.2 + Np9.1 (T.9) y Np2.3 + Np9.1 (T.10).
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Tabla 9

Numero de brotes promedio por plantas de papa “cv. Bicentenaria”, inoculadas con

Bacillus endofitos bajo condiciones controladas

Tratamiento Cepas Numero de brotes
T.2 Np2.2 1,81 a
T.5 Np2.1 + Np2.2 1,66 ab
T.6 Np2.1 + Np2.3 1,49 ab
T.8 Np2.2 + Np2.3 1,49 ab
T4 Np9.1 1,46 ab
T.15 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 1,42 ab
T.1 Np2.1 1,41 ab
T.0 Control absoluto 1,41 ab
T.14 Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 1,39 ab
T.13 Np2.1 + Np2.3 + Np9.1 1,38 ab
T.12 Np2.1 + Np2.2 + Np9.1 1,31 ab
T3 Np2.3 1,30 ab
T.7 Np2.1 + Np9.1 1,23 ab
T.11 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 1,L17b
T.9 Np2.2 + Np9.1 1,10 b
T.10 Np2.3 + Np9.1 1,09 b

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.1.3 Numero de hojas por planta

En la Tabla 10 segtn el analisis de varianza, se observa diferencias significativas entre los

Inoculantes de Bacillus endofitos (p<0.05) para la variable nimero de hojas por planta. El

coeficiente de variacion resultd en un 15.92% lo que indica una variabilidad aceptable entre

los tratamientos, el promedio general para esta variable fue de 17,85 hojas por planta.

Tabla 10

Analisis de varianza para el numero de hojas por planta “cv. Bicentenaria”

FV SC GL CM Fe p>Fc Significancia
Inoculantes de "
Bacillus endofitos 13,23 15 0.9 2,00 002

Error 57,69 131 0,4

Total 70,93 146

CV% 15,92

ns: no significativo, * significativo.
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La Tabla 11 evidencia que comparando el nimero promedio de hojas por planta entre los
diferentes tratamientos, de acuerdo a la prueba de Tukey al 5%, se puede apreciar que
respecto al control absoluto no existe diferencias significativas, sin embargo, la inoculacién
con la cepa Np2.2 (T2) indujo hasta 5 hojas mas que el control absoluto. Ademds cabe
recalcar que los consorcios Np2.1 + Np2.2 + Np9.1 y Np2.3 + Np9.1 fueron los que menor
efecto tuvieron sobre esta variable con promedios de 13 y 12 hojas por planta

respectivamente.

Tabla 11
Numero de hojas promedio por plantas de papa “cv. Bicentenaria”, inoculadas con

Bacillus endofitos bajo condiciones controladas

Tratamiento Cepas Nuimero de hojas/planta
T.2 Np2.2 23,11 a
T.3 Np2.3 21,00 ab
T.1 Np2.1 20,44 ab
T.5 Np2.1 + Np2.2 19,56 ab
T.14 Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 19,40 ab
T.0 Control absoluto 18,38 ab
T.13 Np2.1 + Np2.3 + Np9.1 18,00 ab
T.15 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 17,60 ab
T.9 Np2.2 + Np9.1 17,60 ab
T.8 Np2.2 + Np2.3 17,11 ab
T.11 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 16,89 ab
T.4 Np9.1 16,56 ab
T.6 Np2.1 + Np2.3 16,70 ab
T.7 Np2.1 + Np9.1 16,00 ab
T.12 Np2.1 + Np2.2 + Np9.1 13,57 b
T.10 Np2.3 + Np9.1 12,67 b

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.1.4 Numero de tallos por planta

El analisis de varianza de la Tabla 12, evidencia que no se observa diferencias significativas
entre los Inoculantes de Bacillus endéfitos (p<<0.05) para el numero de tallos por planta, lo
que indica que existe un comportamiento homogéneo sobre esta variable. El coeficiente de

variacion es de un 22,97% lo que indica la precision entre los tratamientos.
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Tabla 12

Analisis de varianza para el numero de tallos por planta “cv. Bicentenaria”

FV SC GL CM Fe p>Fce Significancia
Inoculantes de

Bacillus endéfitos >0 15 020170 0,06 ns
Error 15,76 131 0,12

Total 18,83 146

CV % 22,97

ns: no significativo, * significativo.

En la prueba de tukey al 5% para el numero de tallos promedio por planta (Tabla 13), se
observa que no hay diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05). Sin embargo, la
cepa Np2.2 (T2) mostro una tendencia de inducir por lo menos un tallo mas por planta
respecto al control absoluto que presento un promedio similar a los tratamientos T15, T14 y
T8. Asimismo el T2 induce un efecto superior estadisticamente significativo que el consorcio

de Np2.3 + Np9.1.

Tabla 13
Numero de tallos promedio por plantas de papa “cv. Bicentenaria”, inoculadas con

Bacillus endofitos bajo condiciones controladas

Tratamiento Cepas Numero de tallos/planta
T.2 Np2.2 3,56 a
T.1 Np2.1 2,78 ab
T.3 Np2.3 2,70 ab
T.5 Np2.1 + Np2.2 2,67 ab
T.13 Np2.1 + Np2.3 + Np9.1 2,67 ab
T.15 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 2,50 ab
T.0 Control absoluto 2,50 ab
T.14 Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 2,50 ab
T.8 Np2.2 + Np2.3 2,50 ab
T.12 Np2.1 + Np2.2 + Np9.1 2,43 ab
T.11 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 2,22 ab
T.6 Np2.1 + Np2.3 2,20 ab
T.4 Np9.1 2,11 ab
T.7 Np2.1 + Np9.1 2,10 ab
T.9 Np2.2 + Np9.1 2,00 ab
T.10 Np2.3 + Np9.1 1,33b
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.1.5 Area foliar (cm?)

En el analisis de varianza (Tabla 14) reporta que no existe diferencias significativas entre los
inoculantes de Bacillus endofitos (p>0.05) para el area foliar promedio de plantas de papa,
lo que indica que existe un comportamiento similar sobre esta variable. El coeficiente de

variacion fue 14,06% lo que indica buena precision de los valores.

Tabla 14

Analisis de varianza para el area foliar de plantas “cv. Bicentenaria”

FV SC GL CM Fe p>Fc Significancia
Inoculantes de

Bacillus endéfitos 21,99 15 1,47 1,13 0,33 ns
Error 165,63 128 1,29

Total 187,62 143

CV% 14,06

ns: no significativo, * significativo.

La Tabla 15 reporta la prueba de comparacion de medias de tukey al 5% del area foliar de
plantas de papa, donde no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p>0.05), sin embargo numéricamente se observa incrementos de hasta un 21% mas en area
foliar con la cepa Np2.2 (75,32 cm?) respecto al control absoluto (62,13 cm?). Asimismo,
numéricamente se observa que los valores mas bajos se reportan con los consorcios de los

tratamiento T14 y T12.

Tabla 15
Area foliar promedio de plantas de papa “cv. Bicentenaria”, inoculadas con Bacillus

endofitos bajo condiciones controladas

Tratamiento Cepas Area foliar (cm?)
T.2 Np2.2 75,32 a
T.1 Np2.1 73,48 a
T.7 Np2.1 + Np9.1 7347 a
T.4 Np9.1 72,18 a
T8 Np2.2 + Np2.3 69,09 a
T5 Np2.1 + Np2.2 69,40 a

37



T.9 Np2.2 + Np9.1 68,09 a

T.15 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 66,85 a
T.6 Np2.1 + Np2.3 66,53 a
T.3 Np2.3 64,62 a
T.13 Np2.1 + Np2.3 + Np9.1 63,69 a
T.10 Np2.3 + Np9.1 63,00 a
T.0 Control absoluto 62,13 a
T.11 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 62,13 a
T.14 Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 61,63 a
T.12 Np2.1 + Np2.2 + Np9.1 51,08 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
4.2  Caracteristicas de produccion

4.2.1 Numero de tubérculos por planta

En el ANVA de la Tabla 16 no se detectaron diferencias significativas entre los inoculantes
de Bacillus endofitos para el numero de tubérculos por planta (p>0.05). Esto indica que el
efecto obtenido por los Bacillus endofitos fueron estadisticamente similares, el coeficiente

de variacion fue de un 24,7%.

Tabla 16

Analisis de varianza para el numero de tubérculos por planta “cv. Bicentenaria”

FV SC GL CM Fe p>Fc Significancia
Inoculantes de

Bacillus endofitos 00+ 15 040 151 0,11 ns
Error 34,96 131 0,27

Total 41,00 146

CV% 24,7

ns: no significativo, * significativo.

Segun la Tabla 17 la comparacién de medias mediante la prueba de tukey (p<0.05) evidencid
que no existe diferencias significativas para el nimero de tubérculos por planta; no obstante,
en términos numeéricos respecto al control absoluto se observa tendencia creciente desde un
4% hasta un 27% en el nimero de tubérculos por planta, siendo la cepa Cytobacillus solani

Np2.1 (T1) con el mejor efecto.
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Tabla 17
Numero promedio de tubérculos de plantas “cv. Bicentenaria”, inoculadas con Bacillus

endofitos bajo condiciones controladas

Tratamiento Cepas Numero de tubérculos/planta
T.1 Np2.1 6,11 a
T.3 Np2.3 5,80a
T.6 Np2.1 +Np2.3 5,50 a
T.5 Np2.1 + Np2.2 5,44 a
T.14 Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 530a
T.11 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 5,00 a
T.0 Control absoluto 4,75 a
T.12 Np2.1 + Np2.2 + Np9.1 4,71 a
T.15 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 4,50 a
T.9 Np2.2 + Np9.1 4,40 a
T.4 Np9.1 4,22 a
T.7 Np2.1 + Np9.1 4,10 a
T.10 Np2.3 + Np9.1 4,00 a
T.13 Np2.1 + Np2.3 + Np9.1 3,89 a
T.8 Np2.2 + Np2.3 333 a
T.2 Np2.2 322 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.2.2 Peso de tubérculo por planta (transformacion a raiz cuadrada - g)

Los tratamientos de inoculantes de Bacillus endo6fitos no evidencid diferencias significativas
(p>0.05) en el analisis de varianza (Tabla 18), para la variable de peso de tubérculos por

planta.

Tabla 18

Analisis de varianza para el peso de tubérculos por planta “cv. Bicentenaria”

FV SC GL CM Fe p>Fc Significancia
Inoculantes de

Bacillus endéfitos 67,95 15 4,53 1,20 0,28 ns
Error 493,04 131 3,76

Total 561,00 146

CV% 17,07

ns: no significativo, * significativo.
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Segun la prueba de tukey al 5% (Tabla 19) para el peso de tubérculos por plantas no se
reportaron diferencias significativas (p>0.05), sin embargo, se observa que todos los
tratamientos en términos numéricos fueron superiores al testigo (105,63 g) con valores
superiores desde un 12% hasta un 50% mas en el peso de tubérculos, siendo la cepa Np2.1

(T1) con el mayor peso de tubérculos (158,33 g).

Tabla 19
Peso promedio de tubérculos de plantas “cv. Bicentenaria”, inoculadas con Bacillus

endofitos bajo condiciones controladas.

Tratamiento Cepas Peso de tubérculos (g)/planta
T.1 Np2.1 158,33 a
T.14 Np2.2 +Np2.3 + Np9.1 156,60 a
T.15 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 147,50 a
T.2 Np2.2 145,56 a
T.13 Np2.1 + Np2.3 + Np9.1 144,78 a
T.6 Np2.1 +Np2.3 138,80 a
T.7 Np2.1 + Np9.1 136,90 a
T.5 Np2.1 +Np2.2 132,22 a
T.9 Np2.2 + Np9.1 129,20 a
T.4 Np9.1 126,00 a
T.10 Np2.3 +Np9.1 120,67 a
T.11 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 120,44 a
T.12 Np2.1 + Np2.2 + Np9.1 118,71 a
T.8 Np2.2 + Np2.3 118,67 a
T.3 Np2.3 118,60 a
T.0 Control absoluto 105,63 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.2.3 Aspecto externo del tubérculo (escala 1-9)

En la Tabla 20 segun el andlisis de varianza, no se reporta diferencias significativas entre los
Inoculantes de Bacillus endéfitos (p>0.05) para la variable aspecto externo de tubérculos. El
coeficiente de variacion fue de en un 25,28% lo que indica una variabilidad aceptable entre

los tratamientos.
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Tabla 20

Analisis de varianza para el aspecto externo de tubérculos de plantas “cv. Bicentenaria”

FV SC GL CM Fe p>Fe Significancia
Inoculantes de

Bacillus endofitos 66,29 15 442 1,23 0,26 ns
Error 468,21 130 3,60

Total 534,49 145

CV% 25,28

ns: no significativo, * significativo.

En la comparacion de medias del aspecto externo del tubérculo con la prueba de tukey al 5%

(Tabla 21) no se encontraron diferencias estadisticas (p>0.05) lo que indica caracteristicas

similares entre tratamientos, cabe mencionar que el 86,66% de los tratamientos con

inoculacién presentaron mejores caracteristicas con una puntuacion promedio de 8,22 en una

escala de puntuacion del 1 al 9.

Tabla 21

Aspecto externo con una escala del 1-9 de tubérculos de plantas “cv. Bicentenaria”,

inoculadas con Bacillus endofitos bajo condiciones controladas

Aspecto externo del tubérculo

Tratamiento Cepas
(escala 1-9)

T.13 Np2.1 + Np2.3 + Np9.1 8,22 a
T.8 Np2.2 + Np2.3 8,22 a
T.6 Np2.1 + Np2.3 8,20 a
T.12 Np2.1 + Np2.2 + Np9.1 8,14 a
T.1 Np2.1 81la
T.14 Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 8,00 a
T.9 Np2.2 +Np9.1 8,00 a
T.7 Np2.1 + Np9.1 7,80 a
T.4 Np9.1 7,63 a
T.10 Np2.3 + Np9.1 7,56 a
T.5 Np2.1 +Np2.2 7,00 a
T.15 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 7,00 a
T.2 Np2.2 6,89 a
T.0 Control absoluto 6,63 a
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T3 Np2.3 6,60 a
T.11 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 6,11 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.2.4 Diametro del tubérculo (raiz-cm)

En andlisis de varianza que se muestra en la Tabla 22, reporta que no existe diferencias
significativas entre los Inoculantes de Bacillus endofitos (p>0.05) para la variable didmetro
del tubérculo. El promedio general para la variable en estudio fue de 39,5 cm y un coeficiente

de variacion de 17,40% lo que indica una variabilidad aceptable entre los tratamientos.

Tabla 22

Analisis de varianza para diametro de tubérculos de plantas “cv. Bicentenaria”

FV SC GL CM Fe p>Fe Significancia
Inoculantes de

Bacillus enddfitos 1003,35 15 66,89 1,41 0,15 ns
Error 6195,81 131 47,30

Total 7199,16 146

CV% 17,40

ns: no significativo, * significativo.

En la Tabla 23 segtn la prueba de tukey al 5% no se evidencio diferencias estadisticamente
significativas para el didmetro de tubérculos, sin embargo, numéricamente todos los
tratamientos presentaron un efecto creciente respecto al control absoluto (37,05 mm), siendo
el T2 (Np2.2) con el mejor efecto sobre esta variable superando al control hasta en un 23%

(45,66 mm) seguidos de los consorcios T8 (Np2.2 + Np2.3) y T13 (Np2.1 + Np2.3 + Np9.1).

Tabla 23
Didmetro promedio de tubérculos de plantas “cv. Bicentenaria”, inoculadas con Bacillus

endofitos bajo condiciones controladas

Tratamiento Cepas Diametro del tubérculo (mm)
T.2 Np2.2 45,66 a
T.8 Np2.2 + Np2.3 44,01 a
T.13 Np2.1 + Np2.3 + Np9.1 43,99 a
T.12 Np2.1 + Np2.2 + Np9.1 41,21 a
T.15 Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 39,72 a
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T.6 Np2.1 + Np2.3 3943 a

T.7 Np2.1 + Np9.1 39,13 a
T.4 NpO.1 39,02 a
T.9 Np2.2 + Np9.1 38,24 a
T.14 Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 37,82 a
T.5 Np2.1 + Np2.2 37,76 a
T.10 Np2.3 + Np9.1 37,74 a
T.11 Np2.1 +Np2.2 + Np2.3 37,56 a
T.1 Np2.1 37,38 a
T.3 Np2.3 37,23 a
T.0 Control absoluto 37,05 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
4.3  Mecanismos de Promocion de Crecimiento Vegetal

4.3.1 Solubilizacién de fosfatos (mg. L")

El andlisis de varianza de la Tabla 24, reporta que existe diferencias altamente significativas
entre Bacillus end6fitos (p<0.01) para la solubilizacion de fosfatos (mg.L™'). El promedio
general de solubilizacion de fosfatos fue de 4,88 mg.L™! con un coeficiente de variacion del

15,01%.

Tabla 24

Andlisis de varianza para la solubilizacion de fosfatos (mg.L™) de Bacillus enddfitos

FV SC gl CM Fe p>Fc  Significancia
Bacillus 104,67 3 34,89 65,11  <0,0001 o
endofitos

Error 4,29 8 0,54

Total 108,96 11

CV% 15,01

ns: no significativo, * significativo.

La prueba de comparacion de medias de tukey al 5% reporta que existe diferencias
significativas en la capacidad para solubilizar fosfatos entre las cepas de Bacillus endofitos
(Tabla 25). Cytobacillus solani Np2.1 y Bacillus sp. Np9.1 son las cepas que reportan las
mayores concentraciones de fosforo soluble con valores 8,03 y 7,12 mg.L™! respectivamente,

valores superiores significativamente a las demds cepas en estudio. Asimismo, la cepa
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Neobacillus niacini Np2.2 demuestra la capacidad mas baja para solubilizar fosfatos (0,54

mg.L™h).

Tabla 25
Prueba de tukey al 5% para la solubilizacion de fosfatos de Bacillus endofitos

Solubilizacion de Fosfatos

Tratamientos pH (mg.L-1)
Cytobacillus solani Np2.1 6,46 8,03 a
Bacillus sp. Np9.1 6,30 7,12 a
Cytobacillus solani Np2.3 6,29 3.81b
Neobacillus niacini Np2.2 6,33 0,54 ¢

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
4.3.2 Produccién de auxinas (mg.L™")

En la Tabla 26 el andlisis de varianza evidencid un efecto altamente significativo (p<0.01)
de los Bacillus endo6fitos para la produccion de auxinas (AIA) sin triptofano (Tryp). El
promedio general de la produccién de auxinas (AIA) fue de 4,40 mg.L™! con un coeficiente

de variacion del 20,08%.

Tabla 26

Analisis de varianza para la produccion de auxinas sin triptofano de Bacillus endofitos

FV SC gl CM Fe p>Fc  Significancia
fggglgt‘is 100,44 4 25,11 32,08 <0,0001 -
Error 11,74 15 0,78

Total 112,18 19

CV% 20,08

ns: no significativo, * significativo.

En la Tabla 27 se observa la prueba de tukey al 5% de probabilidad que evidencia diferencias
significativas en la produccion de AIA sin triptoéfano. La cepa control Burkholderia
vietnamiensis 12LB alcanzé la mayor produccion de auxinas (8,22 mg.L™') en ausencia de
triptofano, siendo este valor superior significativamente a las cepas de Bacillus endofitos.

Sin embargo en las mismas condiciones, se observa que las cepas Np9.1, Np2.2, y Np2.3
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reportan valores estadisticamente similares en la produccion de auxinas con 5.02,3.76 'y 3.66

mg.L! respectivamente.

Tabla 27

Prueba de tukey al 5% para la produccion de auxinas de Bacillus endofitos

Produccion de auxinas

Tratamientos (mg.L-1)
Burkholderia vietnamiensis 12LB* 8,22 a
Bacillus sp. Np9.1 5,02b
Cytobacillus solani Np2.1 3,76 b
Neobacillus niacini Np2.2 3,66 b
Cytobacillus solani Np2.3 1,37 c

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05). *:Cepa control.

De acuerdo con la Tabla 28, ¢l analisis de varianza evidenci6 también diferencias altamente
significativas (<0.01) de los Bacillus endofitos para la produccion de AIA en presencia de

triptofano. El promedio general de la produccion de auxinas (AIA) fue de 8,74 mg.L.

Tabla 28

Analisis de varianza para la produccion de auxinas de Bacillus endofitos en presencia de

triptofano

FV SC gl CM Fe p>Fc Significancia
Bacillus 1290,33 4 322,58 357,05 <0,0001 =
endofitos

Error 13,55 15 0,9

Total 1303,88 19

CV% 10,88

ns: no significativo, * significativo.

La prueba de comparacion de medias reporta evidencias de diferencias significativas
(p<0.05) para la produccion de auxinas con adicion de triptéfano (Tabla 29). Destacando
nuevamente con diferencias significativas la cepa control de Burkholderia vietnamiensis
12LB con un valor que con la presencia de triptofano la produccion de auxinas se triplicd en

24,58 mg.L! superior estadisticamente a las cepas de Bacillus endofitos. En contraste,
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Bacillus sp. Np9.1 (6,89 mg.L") y Cytobacillus solani Np2.1 (5,51 mg.L') también
reportaron un ligero incremento en la produccion de AIA en presencia de triptéfano siendo

superiores significativamente a las demaés cepas evaluadas.

Tabla 29

Prueba de tukey al 5% para la produccion de auxinas con triptofano de Bacillus endofitos

Produccion de auxinas + Tryp

Tratamientos (mg.L-1)
Burkholderia vietnamiensis 12LB* 24,58 a
Bacillus sp. Np9.1 6,89 b
Cytobacillus solani Np2.1 5,51b
Neobacillus niacini Np2.2 3,37 ¢
Cytobacillus solani Np2.3 3,34 ¢

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05). *:Cepa control.

4.3.3 Produccion de sideroforos

En la Tabla 30 no se reportaron diferencias significativas segun el andlisis de varianza
(p>0.05) de los Bacillus endofitos para la capacidad de produccion de sideroforos. El

promedio general de la produccion de sideroforos fue de 20,84 unidades.

Tabla 30

Analisis de varianza para la produccion de sideroforos de Bacillus enddfitos

FV SC gl CM F p>Fc  Significancia
fggglf{l‘t‘is 30,57 2 15,29 0,78 0,4868 ns
Error 176,21 9 19,58

Total 206,78 11

CV% 21,23

ns: no significativo, * significativo.

Segun la prueba de tukey al 5% se observa que no existe diferencias significativas para la
produccion de siderdforos, las cepas Neobacillus niacini Np2.2, Cytobacillus solani Np2.1

y Cytobacillus solani Np2.3 reportan resultados similares, lo que refleja un potencial similar
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para movilizar el hierro, en tanto que para Bacillus sp. Np9.1 no fue posible determinar la

capacidad de produccion de sideroforos.

Tabla 31

Prueba de tukey al 5% para la produccion de sideroforos de Bacillus endofitos

Tratamientos Sid(?;?i))ms
Neobacillus niacini Np2.2 22,63 a
Cytobacillus solani Np2.1 21,15a
Cytobacillus solani Np2.3 18,76 a

Bacillus sp. Np9.1 ND

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.3.4 Fijacion de Nitrogeno

En la figura 5 se observa los resultados obtenidos del crecimiento de los Bacillus end6fitos
y una cepa control (Burkholderia vietnamiensis 121L.B) en medio Burk semiso6lido con dos
rangos de pH (5.0-5.4 y 6.8), con la finalidad de determinar la capacidad de fijacion de N»

atmosférico.

En el medio Burk semisolido acido (5.0-5.4) se observa la formacioén del anillo de
crecimiento en la interfase superior del medio para las cepas Neobacillus niacini Np2.2,
Cytobacillus solani Np2.3 y en la cepa control (Burkholderia vietnamiensis 121.B) con un
anillo mas marcado. Asimismo, en el medio de pH neutro (6.8) se observa patrones mas
resaltantes de crecimiento en anillo para las mismas cepas, este suceso deja en evidencia que
dichas bacterias tienen la capacidad de desarrollarse en condiciones microaerofilicas,
utilizando el N» atmosférico como fuente de nitrégeno. En contraste, Cytobacillus solani
Np2.1 y Cytobacillus solani Np 2.3 no se observa evidencia clara de fijacion de N», ya que

no se presento el anillo caracteristico en la zona superior del medio Burk semisolido.

Segun la figura 6 al evaluar las cepas de Bacillus endofitos y la cepa control (Burkholderia
vietnamiensis 12LB) en medio MJV se presentaron resultados similares que los obtenidos
en el medio Burk semisélido. Neobacillus niacini Np2.2, Cytobacillus solani Np2.3 y
Burkholderia vietnamiensis 12LB presentan crecimiento evidente lo que respalda que estas
cepas se pueden desarrollar en ausencia de fuentes de nitrogeno, utilizando el N> atmosférico

como su principal fuente.
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CAPITULO V. DISCUSION

5.1  Mecanismos de Promocion de Crecimiento Vegetal

Los resultados obtenidos en esta investigacion confirman que las cepas evaluadas de Bacillus
endofitos evidencian caracteristicas de promocion de crecimiento, lo que sustenta su uso
como bioinoculantes en el cultivo de papa; para la produccidon de auxinas se demostrd que
la cepa patron Burkholderia vietnamiensis 12LB present6 un elevado potencial auxinico
mejorando considerablemente en presencia de triptofano, similar comportamiento que
tuvieron Bacillus sp. Np9.1 y Cytobacillus solani Np2.1 que ademas combinaron una alta
capacidad de solubilizacion de fosfatos; mientras que Neobacillus niacini Np2.2 se
distingui6 por su destacada capacidad productora de sider6foros y fijacion biologica de
nitrégeno caracteristica que Bacillus sp. Np9.1 también reflejo en las pruebas con medios
MIJV y Burk. Estos resultados son coherentes con los estudios previos de Moreno y Moreno
(2020), Rocha et al. (2019) y Calvo (2008) que han reportado patrones similares; cepas con
mayor produccion de AIA, mejor solubilizadores de Py con diferencias en la produccion de
sider6foros. Cabe mencionar que en sus estudios y en esta investigacion la capacidad de
producir estas fitohormonas influye directamente sobre parametros agrondmicos y
productivos (crecimiento radicular, altura de planta, rea de hojas, aspecto de tubérculos y

rendimiento).

Asimismo, cabe recalcar que la traduccion del potencial bioquimico de los inoculantes a
efecto agrondmico depende directamente de la capacidad de las cepas de colonizacion
endofitica, la compatibilidad con el microbioma nativo y las condiciones edéaficas (Kantar y
Uysal, 2020). En esta logica la estrategia de usar consorcios bacterianos (combinaciones
capaces de aportar auxinas, solubilizacion de P, fijacion de nitrogeno y siderdforos) es
coherente (Jabnoun-Khiareddine et al., 2023; Mauricio, 2022). En ese contexto, en el
presente estudio también se comprobd que un consorcio completo de las cuatro especies
Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 (T15) mostré tendencias numéricas positivas en altura de
planta (+32%), lo que respalda la hipdtesis de una sinergia funcional, aunque la interaccion
de cepa a cepa también puede generar antagonismos que reduzcan colonizacion y expresion

de las especies (Bashan et al., 2014).
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5.2 Caracteristicas morfologicas

En los pardmetros morfologicos medidos (nimero de hojas, niimero de tallos, nimero de
brotes, altura de planta y area foliar) los analisis estadisticos post hoc evidenciaron que existe
ausencia de diferencias significativas segun la prueba de comparacion de medias de Tukey;
sin embargo, las diferencias numéricas que se observaron son agrondmicamente relevantes
y consistentes con los mecanismos que se detectaron in vitro, por ejemplo, Neobacillus
niacini Np2.2 indujo hasta cinco hojas adicionales, ~21% mads de area foliar, un tallos mas
por planta e incluso tendencia en aumentar el nimero de brotes respeto al control absoluto.
Resulta fundamental considerar que estas magnitudes pueden traducirse en mayor superficie
fotosintética y vigor, lo que a medio plazo favorece en una caracteristica potencial de
acumulacioén de reservas para tuberizacion (Timlin et al., 2006). Asimismo, destacando
diferencias numéricas respecto al tratamiento sin inoculacién, los consorcios con dos cepas
evidenciaron resultados positivos en numero de brotes, numero de hojas y altura de planta;
en este ultimo el consorcio de cuatro cepas T15 (Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 + Np9.1) demostro
una tendencia de aumentar hasta un ~32% de altura de planta. Estos resultados se encuentran
en concordancia con los estudios de Maslennikova et al. (2023) que concluy6 que la mezcla
de Bacillus mejord los parametros de crecimiento (longitud de la parte aérea, numero de
tallos) y Mauricio (2022) evaluando el consorcio de rizobacterias determind mejoras

significativas en altura de planta, nimero de brotes y nimero de hojas por planta.

Las mejoras morfologicas de Neobacillus niacini Np2.2 se pueden relacionar con su alta
capacidad de produccion de siderdforos (22.6 u.) y posible actividad fijadora de N (ensayo
MIJV/BURK +) que suministra N asimilable para la planta, sumando a la formacion de hojas
y brotes (Lugtenberg y Kamilova, 2009). Cabe mencionar que la produccion de sider6éforos
refuerza la hipotesis de su capacidad para mejorar la adquisicion de hierro en condiciones
de deficiencia, esta caracteristica también ofrece ventajas competitivas frente a
microorganismos fitopatogenos. Segin Neilands (1995), estos compuestos no solo facilitan
la nutricion férrica de la planta, sino que también inducen un efecto indirecto de biocontrol,
al limitar la disponibilidad de hierro para patdgenos en la rizosfera. Este hallazgo concuerda
con el trabajo de Jabnoun-Khiareddine et al. (2023), quienes demostraron que cepas de
Bacillus endofitos productoras de sideréforos redujeron la incidencia de enfermedades
radiculares y promovieron el crecimiento en solanaceas. Por otro lado, el consorcio de cepas

con tendencia de aumentos numéricos en las variables morfologicas; combina cepas
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solubilizadores de P (Np2.1, Np9.1), con productoras de sider6foros (Np2.1, Np2.2, Np2.3),
con productoras de auxinas (Np9.1, Np2.1) y fijadoras de N> (Np2.2, Np9.1) lo que sugiere

un efecto acumulativo de mecanismos de promocion.

5.3  Caracteristicas productivas

En los parametros productivos los tratamientos con inoculacion demostraron mejoras
marcadas en términos numéricos en las cuatro variables evaluadas. Para el numero de
tubérculos por planta la cepa Cytobacillus solani Np2.1 (T1) indujo hasta 2 tubérculos mas
por planta que el control sin inoculacion, para el peso de tubérculos por planta se tuvieron
incrementos desde un 12% hasta un 50% de todos los tratamientos destacando nuevamente
Cytobacillus solani Np.2.1 con el mayor efecto, de similar forma todos los tratamientos con
inoculacién indujeron mayor diametro de tubérculo y respecto al aspecto de los tubérculos
el 86% de los tratamientos con inoculaciéon presentaron las mejores caracteristicas. Estos
incrementos aunque no son estadisticamente significativos, son relevantes desde una
perspectiva productiva, ya que aumentos entre un 10-20% en rendimiento suelen determinar
rentabilidad en cultivos comerciales y son del mismo orden que los reportados en los
estudios de Rocha et al. (2019) que evalu6 bacterias enddfitas y encontrd que las bacterias
con caracteristicas de promocidén de crecimiento presentaron mayor nimero y peso de
tubérculos, Maslennikova et al. (2023) en su investigacion sobre mezcla de Bacillus también
reporto un incremento del rendimiento del cultivo de papa, con una fraccion del 16% de
tubérculos més grandes respecto a los tratamientos sin inoculacion, de igual forma, Arcos y
Zuiga (2016) evaluando ocho cepas de Rizobacterias Promotoras del Crecimiento vegetal
(PGPR) nativas confirmd que tienen un efecto significativo en el rendimiento de tubérculos

en peso y numero.

En ese contexto, es clave mencionar como los mecanismos de promocion de crecimiento
vegetal desempefian un papel importante en el aumento de caracteristicas productivas. La
solubilizacion de fosforo aumenta la eficiencia energética y mejora la formacion de raices lo
que impacta en un mayor niumero de tubérculos formados (Richardson et al., 2009). La
fijacion de nitrogeno favorece la sintesis de proteinas y clorofila, lo que permite un
crecimiento con mejor biomasa, base para una mejor fotosintesis y mayor acumulacion de
reservas para tuberizacion (Bhattacharyya & Jha, 2012). Seguidamente de una produccion
de sider6foros que optimizan la captacion de hierro, micronutriente involucrado en una

mayor actividad fotosintética y respiracion (Neilands, 1995). Sumado a ello la produccion
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de auxinas favorece el crecimiento radicular, favoreciendo una mejor absorcion de agua y
nutrientes, que se traduce en un mayor tamafio de tubérculos (Spaepen y Vanderleyden,
2011). En complemento, la expresion de estos mecanismos de promocion de crecimiento
refleja un mayor ntimero, didmetro y peso de tubérculos, lo que finalmente determinara el

rendimiento.

53



6.1

6.2

CAPITULO VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Los Bacillus endofitos que se evaluaron demostraron mecanismos de promocion de
crecimiento como solubilizaciéon de fosfatos, produccion de sideroforos, sintesis de
auxinas y fijacion de nitrégeno.

Neobacillus niacini Np2.2 presento ligero efecto en la promocion de crecimiento en
la papa que se relaciona con su alta capacidad de producciéon de siderdforos y
capacidad fijadora de N.

El consorcio de las cuatro especies Np2.1 + Np2.2 + Np2.3 + Np9.1 (T15) evidencio
tendencia positiva sobre la altura de planta, dejando como respaldo que es viable el
uso de consorcios microbianos y la existencia de interacciones complementarias
entre cepas.

A pesar de no observar diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) sobre los
parametros productivos, se evidenciaron aumentos en términos numeéricos positivos
en los tratamientos evaluados, reflejados en un mayor area foliar, longitud y vigor de
plantas, lo que sefiala un efecto asociado a una mejor eficiencia en absorcion y
asimilacion de nutrientes.

En las variables productivas, todos los tratamientos incluido los consorcios
demostraron incrementos relativos en nimero y peso de tubérculos respecto al
control sin inoculacién, lo que aun sin efecto significativo, podria traducirse en

mejoras de productividad y rentabilidad en condiciones de campo.

Recomendaciones

Se recomienda validar los resultados en condiciones de campo y bajo diferentes
ambientes edafoclimaticos, con la finalidad de confirmar una efectividad
significativa de las cepas de Bacillus enddfitos en la promocion de crecimiento y
productividad del cultivo de papa.

Realizar validaciones que comprueben la colonizacion y mediciones bioquimicas en
planta, que determinen la consistencia agrondmica.

Realizar el experimento a una escala mayor con mds repeticiones en condiciones de
campo.

Identificar y clasificar los mejores consorcios de Bacillus endofitos.
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Ampliar el estudio en los mecanismos de promocion de crecimiento de los Bacillus

endofitos de esta investigacion.
Realizar estudios con el andlisis de rentabilidad y el impacto en términos econémicos

del efecto de los Bacillus endofitos en el cultivo de papa Bicentenaria.
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ANEXOS

Anexo 1. Identificacion y reactivacion de cepas en el Laboratorio de Investigacion en

Bioprospeccion y Biotecnologia Microbiana

Figura 7. Criopreservacion a -80°C de Figura 8. Electroforesis horizontal de ADN extraido de
cepas de Bacillus enddfitos aisladas de Cepas de Bacillus
Nicandra physalodes

Figura 9. Reactivacion de Bacillus endofitos en placas con agar TSA, e incubadas por 24 horas a

28°C.
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Figura 10. Siembra de las cepas en tubos con 10 mL y 100 ml de caldo TSB e incubado a 170
rpm por 24 horas

Figura 11. A-B) Rotulacion y esterilizacion con rayos UV de envases para la formulacion de

tratamientos. C) Cosecha de Neobacillus niacini Np 2.2
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Tratamientos Cepas Inoculantes (ml) Repeticiones Total Inoculantes (ml)
T1 2.1 60 10 600

T2 60 10

T3 23 60 10 600

T4 9.1 60 10 600

TS 21422 30 30 10 300 H

T6 2.1+2.3 30 30 10 300 300

T7 2.149.1 30 30 10 300 300

T8 22423 30 30 10 300

T9 2.249.1 30 30 10 300

T10 2.349.1 30 30 10 300 300

T11 2.1+42.2+2.3 20 20 20 10 200 200

T12 2.1+2.249.1 20 20 20 10 200 200

T13 2.1+2.3+9.1 20 20 20 10 200 200 200

T14 2.2+2.3+9.1 20 20 20 10 200 200

T15 2.14+2.242.349.1 15 15 15 15 10 150 150 150
T(absoluto) [Sin inoculaciéon 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Figura 12. Determinacion de cantidades para la produccion de inoculantes de Bacillus

endofitos

BRI L

Figura 13. Estandarizacion de cepas Bacillus endofitos y formulacion de tratamientos para

la inoculacion en papa Bicentenaria
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Figura 14. Recuento celular mediante diluciones decimales sucesivas, sembradas en placas de Petri

conteniendo agar TSA (I x 10UFC m.L")

Anexo 2. Procedimiento de inoculacion, siembra y evaluaciones en invernadero

Figura 15. Desinfeccion de tuberculillos con hipoclorito de sodio al 5%
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Figura 16. Lavado de macetas (4L) y preparacion de sustrato compuesta por 288 L arena

lavada (45%), 288 L humus de lombriz (45%) y 64 L pajilla de arroz (10%)

Figura 17. Llenado de macetas con sustrato preparado y rotulacion por tratamiento de

macetas
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Figura 18. Inoculacion por inmersion de tuberculillos en caldo microbiano por cada

tratamiento y siembra en macetas

Figura 19. Riegos e inicio de brotacion del tratamiento con Neobacillus niacini Np2.2
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Figura 21. Cosecha y evaluacion de caracteristicas productivas papa Bicentenaria
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Figura 22. Comparativo de la cosecha de tubérculos producidos por tratamiento

Figura 23. Aspecto de tubérculos producidos en condiciones de invernadero
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Anexo 3. Caracterizacion de los mecanismos de promocion de crecimiento de Bacillus

endofitos

Figura 24. Evaluacion de produccion de auxinas mediante la técnica colorimétrica con

reactivo de Salkowsky

Figura 25. Evaluacion de fijacion de nitrogeno inoculando las cepas en medios Burk y MJV
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Figura 26. Evaluacion de produccion de unidades de sideroforos empleando la metodologia

del CAS-Shuttle Assay

0T 6558 mm
%, | Kh.'_xAi |

R

8.9%
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Figura 27. Evaluacion de solubilizacion de fosfatos empleando la Técnica de

fosfomolibdato.
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Anexo 4. Cartillas y datos de evaluaciones en invernadero

Figura 28. Modelo de cartilla para evaluacion de variables en invernadero

"Efecto de la inoculacién de Bacillus endéfitos sobre los parametros agronémicos de
papa cv. Bicentenaria bajo condiciones controladas”

Fecha: Etapa de evaluacién:
Tratamiento Rep. Altura de planta Numero Area foliar (cm2) N® Hojas
(cm) brotes por planta

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

TOTAL

. Diametro
Tratamiento Rep. Peso tubérculos Nu'mero tubérculos Aspecto
(9) Tubérculos (mm)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

TOTAL

75




S 0801 14 002 4 € cc 0c'stL 6096 8l g6l 4 4 (0] I SL or
6 O o ov 14 gclL 4 4 yAY oLzcL 69'88 °1% vyl 4 c L 6 i 14
6 oo'cy 14 621 4 Z Sl 04’8 8G'89 gzl Zc 4 Zc 8 i 144
8 09'6€ S 6.1 € 4 9l ov'LL €9'¢S L6 4 0] [¢] L VL (54
6 05'9¢ A A" € € 14 ogelL ogecL fAVAY € Zc 0 9 i [44
oo'ce L f44 L L 8 09'0L 6C ¥ SolL L L 0] S i v
L 00'v¥ S oLL € € oc 09cL G6°/9 (074 L'cl € € 3 14 VL ov
6 08's€e 14 0oL 4 4 vi oz oL 09’82 vi f 43 4 4 4 € VL 6€
6 ooy S S61 4 Z yAS or'LL 69°G8 ol g9l Zc Z (o] 4 i 8¢
A 00°'6€ € yx4" 4 4 yAS 0G'0L G806 13 8Vl c 4 L 1 i yA
6 05°s€ 9 €81 € € ve oz'sL LG22 6L v/l € 4 0 oL €1 9€
L 00'L¥ 9 vl 4 4 0oc ov'ee 8G°06 8L l'Le 4 Zc L 6 €L ge
S 00've 9 88 L L €l oc'Le 0S'vS 17213 L 0] 0] 8 €L ve
6 08,2 9 SEL € € Lc 0oc'8lL ge0c 6’8 € 0] 0] L €L €€
S 00'6S c 16 4 c vi or'eL 8€°/8 cg'lc c L (o] 9 €L ce
8 08’62 VA €L 4 Z 8l 0g€9lL v.'6L 8Vl Zc Zc c S €L Le
L oc'Le VA 6LL € € €c 0G'LL ge9c S'6 € L (0] 14 €L 0}
9 0s'ee S 16 € € ve 0Z9lL €592 6l g9l € L 0] € €L 62
€ oS v 14 (243 € € ve 0G9L cc'sL 8l g9l € Zc (o] 4 €L 8C
A 00'0€ 6 621 14 S 62 ocel VANVA Lc g9l S € L 1 €L lc
6 0€'6€ S [4:1% € € ve or'sL €8°LL 8'Sl € 0 0 6 zL 9z
4 00'L¥ c GS1 Zc c 6l 09'2L 8G'GL g'eec 4 Zc L 8 cL 4
6 0e'sy 14 vl € € Lz 0os'eL 92'LL S/l € 4 L L L ve
9 00'v9 3 29l 4 4 9l ov'LL 9€°/.8 g'Lec 4 4 (0] 9 cL €c
6 08¢y 14 €L S S 14 [ol=l 4% €G°LL cc €8l S S (o] S clL [44
€ 00°'L9 L LOL 14 14 14 0G'SL v/.'69 Lc Lzl € € L 1 4 cL %4
9 0c'8€ S 0SL € € cc 0c'sL v9'GS VA3 Svi € 0] 0 € cL (074
6 og'ze 9 (534" 9 9 0og¢ 0scL 89°06 ve 2L 9 9 14 (4 zL 6l
6 00'L¥ L 901 14 14 9C oL'SL \ZAVVA Lc 89l 14 14 € 3 cL 8L
6 00'.€ S oclL L L cl 0S'9L 6V LL 6l L L (0] 6 L AR
6 08'6€ 9 o8l € € Lz oz'vi 12°L8 vEL € 4 0 8 L 9l
6 or'ee 6 1474 14 € 8l 0G'ZL 6lL°6% zzclL € L 0] L L SL
6 oLy VA 0oL L 4 vi ocelL 16'89 €°0C c L 0] 9 L 145
A 00'er S Sl 4 € €C ozczclL €819 8l g9l € € € S L €L
6 08'6€ 14 ¥0c € v ve orcL 8192 Lc 191 14 14 0 14 L 43
9 08'8€ S LLL |4 € 14 0561 G '98 Ll €Le 14 14 L € L Ll
A 00'62 A 6 € € <4 or'vL 16'C6 (44 S99l € € 4 [4 L oL
8 06°€E A L6L € € €2 0561 18'CL 9l €8l 14 [4 0 2 L 6
L 0E’ Ly S (%42 4 4 8l 0LVl 86°€8 €l 8°'Gl 4 4 0 8 oL 8
6 08'9¢€ S 06 L Z vl 0S'€EL G169 ol 29l 4 L L L oL /A
9 00'G€ L Ll L L A 0S'0L 8G'vC vl L L L 9 oL 9
A 00'8€ € Ll 3 L cl 0S'8L 9G'G9 S'8lL L 3 0 S oL S
A o¥'€e 8 66 14 14 lC oz'LL L8°0% 8ClL 14 € 0 14 oL v
S 06'82 8 €0L |4 14 9C 0S'€L 19729 Lz 8°'Gl |4 14 € € oL €
A 00'LE 9 6L1L 14 14 9C 0G'/LL €189 €C 2’8l 14 € L [4 oL 4
S 00'¢s Zc 161 Zc 4 Ll 0€9L 98'6L 9l v/l c 4 3 1 oL L
ojoadsy ?._._m”.hv si1aqnLN (6) so|lelN eiueid Jod seloHN (wo) (zwo) (se19ceW g) (wo) psysajoigN | pocsaloigN | pSLsajoigN ‘day sojuaiweseu] | oN
an1-weig siaqnid so|lelN ' ejue|dy |ielojeairy sefloyN ejue|dy :
VHO3SOO 1040dV0aze « FNOHOdY d3L ad
¥202/6/2L ;| ¥202Z/6/ZL | ¥20e/6/CL | v2Zoe/6/cl ¥202/8/8 ¥202Z/L/61 | ¥20Z/L/6L | ¥Z0Z/LI6L | ¥20Z/9/62 | ¥20Z/9/6Z2 : ¥20Z/9/62 ¥202/9/62 ¥202Z/9/v L ¥202/S/0€ ("xoude) ‘eyosad
9l 9l 9l 9l gL oL oL oL 8 8 9 9 v Z ‘euewss
ozl ozl ozl ozl S8 S9 S9 S9 St 114 Sv Sv 0€ Sl v202/s/st ‘elquiaisd
oenH OS4rNN doLvoa Jolunp AuewQ sIsa] Sepe|oJjJuod SauoId1puod ofeq elieuajuadig "Ad eded ap soosiwouolbe soljaweled sO| 21qOS SOJJOPUSD SNj[Ioeg Sp UOIdE|NDOoUl B] 9P 0}0343

NENENE.:%QRM odutnd [2P D][DUL DSDO D] Uo SDPDZ1DIA SOUOIODN]DAS SD] 9P SOID(] *G ﬂ.:—wmﬁﬁ




9 09'8¢ S €91 4 4 Ll 09'6L S¥'29 z€el 4 0 0 8 6L 16
6 ,, 009y € 6€L 4 4 Ll 0€'9lL 6189 cl eyl 4 L 0 L 6L 06
6 ~H o048z L L0z € € Y2 0t'Sl 1269 8l 12l € L 0 9 61 68
6 0€'9¢ 14 ovi 3 3 €l 09'6¢C 6¥'C8 y'ee 3 2 0 S 6L 88
6 006 3 09 l 3 L 0Z'GL 6¥'CS 9Vl L L L 14 6L /8
L 0z'se S 1S l 3 cl 0s’'le 2999 ¥'SL l l 0 € 6L 98
9 08°'6¢€ 14 €1 € € ¥4 0S'ZL ov'v. Ll szl € 4 0 [4 6L S8
L 05°9¢ A 8yl 4 4 0oc oc'ie €299 9¢L 4 0 0 3 6L ¥8
14 00°'6€ Z S9 4 4 9l 09°ClL €18 G'SlL 4 4 0 6 8L €8
6 00°0¥% 14 [4°1% 4 4 6l 0S'ZL ZL'6L 9l 'l 4 4 0 8 8L Z8
VA 00'v¥ € (34" 4 4 14 0801 LS9 4" 4 4 L L 8L 18
6 (0150} 4 € 98 4 4 Ll 0scL 06'LL 9l €6l € € 0 9 8L 08
6 00°€s Z 14 € € 8l 0s'€l 92'89 7ol € 4 0 S 8L 6L
6 00°'6€ 14 002 € € 12 ov'LL €98 € g'slL € € 0 14 8L 8.
6 080 S 8cl 4 € 6l ov'cL 95°G9 9l zzcL € 4 0 € 8L 1L
6 0029 L 68 l L 6 os'viL €¥'SY Lz 4 L 0 [4 8L 9/
6 00°'8€ 9 29 € € Sl 0S'LL 09'69 L el 14 4 0 2 8L 7
6 0S5°.¢€ 14 8yl 4 4 8l 08¢l 8¥'L8 G/l 4 4 0 oL JAR 175
L 00'9¢ S 86 3 3 6 ovr'el 9¥°'69 c9l l L 0 6 JAR €L
S 00°'SY 14 LEL 4 € 8l ov'clL 65°€6 GGl € 4 0 8 JAR cL
L 0S°'0% 14 (0r4% € € [o14 0S'ZL ¢5'88 [44 ¥'oL € L 0 L JAR L
6 00°'S€e € 0L 4 4 clL 0Z'GL €629 6.1 4 2 0 9 JAR 0L
6 080 9 €51 l 3 L 09'ce /8°LE 2oL L 0 0 S JAR 69
6 00'9¢ Z 691 l 3 6 0sclL €eLL 9l 'Ll l L 0 v JAR 89
L 0.°G€ 14 1oL 4 4 Sl oezcl 2508 L 1741 4 4 3 € JAR 19
L 08'vv S 414 € € ¥4 or'vi 1198 Sl 9/l € 4 0 [4 JAR 99
6 00°0¥% 14 €el € € [44 oL'LL 68°¢L 8L Sl € 4 0 3 JAR 59
6 05°0¥ ] zee l 3 L or'vi 9229 oL G/l l l 0 oL 9L ¥9
6 0eLg S 214" € € ¥4 0scL 15718 6l 141" € € Z 6 9L €9
6 (0150} 4 € 8Ll 14 14 ¥4 o¥'8lL 6197 €Ll 14 0 0 8 9L 29
6 06°C¢ cl €zl € € 8l 0S'ZL € 0 0 L 9L 19
6 0.°0% 14 S0l 4 4 9l oL'8l 0€°'69 14 cLL 4 I 0 9 9L 09
6 00°ce oL o€l L 3 8 0Z'9l l 0 0 S 9L 6S
€ 00°€S L 89 4 4 9l 0s'€lL 6199 9l 891 4 4 L v 9L 85
L 08ce S (34" 4 4 (014 ov'8l €0'89 4 LLL 4 Z 0 € 9L 1S
6 0€'SY 9 6.1 € € 9¢ ozee €89 1’61 € 4 4 [4 9L 95
6 06°'8¢ 14 8€l 3 3 ol 0S'GL 0L'GS 8yl l 0 0 2 9L SS
8 0€'8¢e € [44% l 3 6 086 8Ev. a4’ l L L 6 Sl S
8 ogce 6 SLl € € 6l 09'vlL L1719 14 €8l € 4 3 8 Sl €5
L 02'9¢ yA 611 S S €e (ora4% [AWA) 1’8l S S € L Sl zs
L 0Lee yA 601 4 4 ¥4 oz'LL €2°6S LZL 4 2 0 9 Sl 1S
L ov'ce S 601 4 4 Sl 0g'6lL 16°¢y eyl 4 0 0 S Sl 0s
L 08'9¢ 14 e€el € € 6l ov'LL 1292 61 29l € € 4 v Sl 6%
6 00°cy 9 €91 € € €C 0c'6 28179 ¥4 6°cl € € € € Sl 14
S 0e'Ly 14 ocL 4 4 Sl 09Vl 08°'G8 €l 1’81 4 4 3 [4 Sl yad
ojoadsy ?..__ME siaqgniN () so|lelN ejueld tod seloHN (wo) (zwo) (serecew g) (wo) psysejoigN | pocseloigN | psisaloigN ‘day sojuaiwejeu] | oN
siaqnid so|lelN : ejuejdy |ieroqeairy seloyN ejue|dy :

anl weiq




6 00'LY 14 (514" 14 14 Ll 0S¢l 0C'SS cl cvl 14 14 l 6 Vil o€l
6 00’0y € col 4 4 8l ) acr4 €0'¢cy a4t 4 0 0 8 il sel
6 8L ozs8¢ € 6c1 3 l €l oc'LL 6182 (0] G'0¢C L 3 0 L 1428 el
6 02'0¢€ S (44" 3 l 6 or'vi 86'29 6 €9l l L l 9 Vil eel
S oc’ee oL 601 S S 9¢ 09l 86°08 881 S 14 4 S il cel
S 00'6€ 14 881 4 4 9l 0¥'0c 06'¥9 €9l 4 3 0 14 il LEL
6 09'8¢ P 081t € € Ve 0s’Le €9°Le €zl € 0 0 € L ocl
6 05°8¢ 9 102 3 l €l ov'ce 80°G9 [AVA% 3 3 0 4 viL 6CL
L 0c'se L 06l € € 4 0S'.L 6¥'¢8 6l 1’8l € € 0 1 vil 8clL
6 00 6 g9l 9 9 8¢ 0g’clL 79°G68 (44 L€l 9 9 € 6 €LL prah
6 00°GSS 3 9l 3 l cl [0} 4014 12021 [AVA% 4 I 0 8 €L ol
6 0e'sy 14 cel 3 l cl 0S°LL 1969 2’8l 3 L l L €L el
6 ov'ce 9 LLL 14 S [44 0S'vi 0S°04 Gl ¥'Si 14 4 l 9 €L el
6 08'8¢ S 0Ll 4 4 6l 0c'st 8L°LL Gl 8,1 4 I 0 S €L €cl
9 00'0S € €91 € € 9¢ or' 9l 18°v. 0c g8l € € 0 14 €L ccl
S 00°0S 4 vee 4 4 0c 0S've L2 ¥S Ll 1’81 4 0 0 € €L (X4%
6 00'Lv 3 e 3 4 cl 086 G6°01 €cl 4 4 3 4 €L ocL
6 olcy 14 velL 3 4 L 0S°LL 12°SS cel l 3 0 l €L 6Ll
6 0S°6€ 14 €el 4 € jor4 0S¢l vZ'G. Ll vl € € 4 L clL 8Ll
6 00°.L€ 4 4] L 4 S 0S0L ¥9'8 8L l 0 0 9 clL LLL
S 00°€s 4 8¢l 3 l L 0591 Ly 9 gcl 3 0 0 S clL 9l
YA 00'0v S 601 4 € Ll 09¢cl 8G°GY 6 601 4 L 0 14 clL SLl
6 08'€ee L Gll 14 S Ll 0S'LL L6'¢¥y 8 vl 4 Z 0 € clL 1413
6 0.'8¢€ S 6L 3 l L oczel ZL’1L9 6 €6l 3 3 0 4 clL el
6 059 14 SOl 4 4 Ll 0S°0C¢ 6922 145 YAVA 4 4 0 3 clL 43"
6 00'9% 3 6S 3 l 6 or'cl 69°LC L'oL 3 3 0 6 LL Ll
8 02'8¢ oL 421" € € 4 0s'LL L0°el 0c 9'GlL € € 3 8 L oLl
9 0€’0¢ € 18 € 14 [44 oc'ee v.'cc Gol € 3 0 L Ll 601
3 or'ee 9 16 4 4 0oc o9l ¥0°.8 4] €Ll 4 4 3 9 LL 801
S 0€'9¢ 14 18 3 l cl 0s’.L 1969 oL G0c l L 3 S ML 0L
6 040v 14 8Ll 3 € cl 09'8L 96°/29 [AV4 4 3 3 14 Ll 90l
YA 00'ce 8 (A 4" 4 4 cl 0s'vL 69°99 cll 3 3 3 € LL soL
YA 0€'8¢ S 6€l 4 4 (014 0s’Le 95°€9 143 G0c 4 3 0 4 LiL 0L
€ 08¢y 14 ¥0C 4 4 |24 09'GlL G/'G6 8l 191 4 4 3 l Ll €0l
VA 0€'8¢ S 9G1L 3 l €l or'Le 1999 (¥4 3 3 0 6 oLL [40)}
6 04°6€ pA 8cl 3 l Ll 0S'vi €09 oL [AVA% l L 0 8 oLL 1oL
L 0€'8¢ € 0L 3 l L 0c9l ZL'89 g6l l L l L oLL ool
YA 00'8¢ € €¢ 3 l L 0g'st v.'€S g8l 3 3 3 9 oLL 66
6 0029 3 (o]" 3 l Ll 0c'8l 88°0G vl l L 0 S oLL 86
L 09'8¢ 9 44" L l el 0S'8lL G219 6 [AVA% l I 0 14 oLL 16
6 os'ey 4 €G1 4 4 8l ocel 8C'89 9l 6¢ClL 4 4 0 € oLL 96
6 0g'8c 9 191 4 4 cl ov'6lL ¢6°9S ol c'8l 3 3 0 4 olL S6
14 00’ee € Z8 4 4 145 0591 8v'¢cL oL g9l 4 4 l l oLL 6
6 00'SY 4 €el 4 4 9l ogvL 1¥'06 143 €8l 4 4 0 oL 6L €6
6 00°Sv 9 vil € € Ve 09'vi 6v'LL 6l ccl € L 0 6 6L 26
ojoadsy ?“_M: s19qn]N (B) so|jelN ejueyd Jod sefoHN (wo) (zwo) [ (serecew g) (wo) psysojoigN | pocsaloigN | psiseloignN ‘doy sojuajweles] | oN
s1aqnid so|leLN ' ejueldy |iejjojeasy| seloyn ejue|dy :

qn1 weig




6L

6 0s'Le 8 ocl € 14 Ll 0561 € 0 0 (1] Sl Lyl
6 oeey S 90¢ € € 6l 0colL 1669 14 A € € 4 6 Sl ci4
8 08'LYy 14 08l 3 3 vl 0€'.¢ 6009 A" 2 3 0 8 Sl 14"
S (010 4 € 6Cl 4 € €c 05'8¢ 26'98 2'8¢ € 4 4 L Sl 1445
°] 0L¢y 14 (A% 3 3 4% 08'v¢ 8669 Sve 3 b 0 9 Sl vl
L 08'8¢ 9 514" 3 14 b ov'ee 26'99 6l 3 3 0 S Sl 445
6 0g'LYy € 4% 4 4 6l 0SS5l G029 Sl €Ll 4 4 0 14 Sl 44"
L 069¢ 14 6 14 14 e 0S'LL 6G°L. 6l vel 14 14 l € Sl orl
4 00'8¢€ 14 (4% 4 4 6l 09°/L 0.°€9 9l 8/l 4 4 0 4 Sl 6¢cl
6 00'ey 14 891 4 € 8l 0s'el 0€29 Sl GGl 4 4 4 l Sl g€l
6 08'cy 14 961 € € 144 oy9lL 16°29 8l *h 4" € 0 0 ol viL pAN?
ojoadsy ?.__wc v slaqnIN 6) so||elN gjuerd Jod seloHN (wo) (gwo) | (sejeoewig)|  (wo) psysajougN | pocsaloigN | pgirseloign ‘doy | sojusiweses | on
slaqnid so||lelN : ejueidy [tefjogeary| seloyn ejue|dy :

any-weiq




