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1. Titulo

Efecto de microorganismos rizosféricos y acido salicilico sobre el

crecimiento, desarrollo y rendimiento de lechuga bajo condiciones de estrés



2. Resumen

El desarrollo de biofertilizantes a base de aislados de microorganismos nativos para su
aplicabilidad en condiciones no aptas para la agricultura donde se presenta salinizacion y
sequia, requiere estudios de la interaccion bacteriana para mitigar los efectos producidos por
los diferentes tipos de estrés en el comportamiento productivo del cultivo de lechuga (Lactuca
sativa). El trabajo de titulacién tuvo como objetivos evaluar el efecto de 3 cepas de
microorganismos promotores de crecimiento (Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas) y
acido salicilico sobre el crecimiento, desarrollo y rendimiento de lechuga bajo condiciones de
estrés salino y estrés por sequia con un total de 15 tratamientos y realizar una bioformulacion
de la cepa de microorganismos mas eficiente. El ensayo se lo ejecuto en el area de permacultura
de la Universidad Nacional de Loja, Se estimaron pardmetros de crecimiento (altura de la
planta, numero de hojas, area de la hoja, peso seco) y rendimiento. Todas las cepas inoculadas
y la aplicacion de &cido salicilico fueron capaces de reducir los efectos causados por el estrés
comparable con el control. Las variables evaluadas se afectaron favorablemente con la
inoculacion de las cepas de microorganismos Yy la aplicacion de acido salicilico. Los mejores
resultados se obtuvieron al utilizar los aislados de AsM3R1 (Azospirillum) y PM8R1
(Pseudomonas) con los cuales se realizd una bioformulacién en material sélido (turba). Las
evidencias experimentales mostraron el potencial de las cepas nativas de microorganismos para
su utilizacion como biofertilizantes al elevar las tasas de crecimiento y rendimiento en el cultivo

de lechuga.

Palabras clave: Lactuca sativa, microorganismos rizosféricos, 4&cido salicilico,

bioformulacion, estrés hidrico, estrés salino, Pseudomonas; Azospirillum, Azotobacter.



2.1 Abstract

The development of biofertilizers with a basis of isolates of native microorganisms for its
applicability in conditions unsuitable for agriculture where sanitization and drought occur
requires studies of bacterial interaction to mitigate the effects produced by different types of
stress on the productive behavior of the lettuce crop (Lactuca sativa). The objective of the
present project was to evaluate the effect of three strains of growth promoting microorganisms
(Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas) and salicylic acid on the growth, development and
the yield of lettuce under conditions of salt stress and drought stress with a total of fifteen
treatments and carrying out a bioformulation of the most efficient strain of microorganisms.
The test was carried out in the permaculture area of the Universidad Nacional de Loja, growth
parameters (plat height, number of leaves, leaves area, dry weight) and yield. All the inoculated
strains and application of salicylic acid were able to reduce the effects caused by stress
comparable to the control. The evaluated variable was favorably affected by the inoculation of
the microorganisms’ strains and the application of salicylic acid. The best results were obtained
with the use the isolates of AsM3R1 (Azospirillum) and PM8R1 (Pseudomonas) which were
used to carry out a bioformulation in solid material (turba). The experimental evidence showed
the potential of the native strains of the microorganisms for their use as biofertilizers by
increasing the growth rates and yield in the lettuce crop.

Keywords: savita lettuce, rhizospheric microorganisms, salicylic acid, bioformulation, hydric

stress, saline stress, Pseudomonas; Azospirillum, Azotobacter.



3. Introduccién

La horticultura ha crecido significativamente a nivel mundial, teniendo una gran demanda de
produccidn especialmente de Lechuga (Lactuca sativa) debido a que existe una modificacion
en la forma de alimentarse de la poblacion integrando mayor variedad de ensaladas (OMS,
2019). Gracias a su composicion nutricional, es una excelente fuente de &cido folico el cual es
considerado como anticancerigeno y con alto contenido de vitamina A, C, E, B1, B2, B3 (Sularz
et al., 2020). En Ecuador no es la excepcion el consumo masivo de esta hortaliza, es por ello
que la extension de produccion en las Gltimas décadas se encuentran en constante aumento
(Gissela, 2020). Segun INEC (2000), existié una produccion de 9 770 toneladas meétricas
desarrollada por pequefios agricultores en el afio 2000, mientras que para el afio 2017 se registrd
un aumento a 18 232 t (FAO, 2019). Sin embargo, existen diversas actividades humanas y
factores edafoclimaticos que frenan el proceso Optimo de produccidn para satisfacer las

necesidades locales y las ventas de exportacion (Prada Millan, 2016; Sartorello et al., 2020).

Las practicas extensivas, la utilizacion indiscriminada de insumos quimicos provocan cambios
que inducen a la degradacion del suelo (Aradjo et al., 2013; Sartorello et al., 2020). la
salinizacion, la desertificacion de las tierras y las deficiencias en la absorcion (van Zanten &
van Tulder, 2021). Al tener un aumento de sales disminuye el potencial hidrico y nutricional,
factores que limitan la éptima absorcién de estos (Obregon Castro, 2019). Como resultado se
obtiene la pérdida de la diversidad microbiana la cual es de suma importancia para la fertilidad

del suelo y el crecimiento 6ptimo de nuestros cultivos (Reyes-Palomino & Cano Ccoa, 2022).

En la actualidad, se requiere resolver estos problemas rizosféricos y promover el crecimiento
de nuestros cultivos con tratamientos que cuenten con tecnologia innovadora, bondadosa con
el medio ambiente basandose en la sustentabilidad y ademas se adapten al medio (Pantoja,
2022). Uno de los desafios es brindar seguridad alimentaria sin tener que afectar la

sustentabilidad y sostenibilidad ambiental (Beltran-Pineda & Bernal-Figueroa, 2022).

Los biofertilizantes y las fitohormonas podrian se factores clave para impulsar la estabilidad, la
conservacion del suelo, el optimo crecimiento, desarrollo y productividad, por ende, lograr la
supervivencia de la planta en condiciones ambientales complejas para el cultivo (Chavez-Diaz
etal., 2020)

Los biofertilizantes estdn compuestos por microorganismos habitantes de suelos fértiles
(Aguilar, 2007; Cardozo et al., 2020). Son capaces de acelerar los procesos microbianos en

pequefias unidades agricolas (Alarcon Camacho et al., 2020). Brindando varias ventajas: no

4



contaminan el medio ambiente; ayudan a la conservacién y contribuyen una fuente de nutrientes
al suelo, especificamente, a partir de la solubilizacion de fosfatos y la fijacion de nitrégeno
(Beltran-Pineda & Bernal-Figueroa, 2022). Ademas, brindan beneficios en la productividad de
los cultivos y la facilidad de recuperar suelos marginales para posteriormente, su buen
aprovechamiento (Pérez Flérez & Oviedo Zumaque, 2019). De la misma manera, las
fitohormonas nos ayudan a promover los procesos fisioldgicos como el crecimiento, formacion
de raices, a realizar un proceso de letargo el cual consiste en cerrar los estomas cuando existe
un déficit hidrico o como respuesta inhibe el crecimiento vegetal (Borjas-Ventura et al., 2020).
Una de las fitohormonas mas utilizada es el acido salicilico el cual se encuentra presente en
todos los 6rganos vegetales y se menciona que las aplicaciones de este afectan de forma positiva
a los diferentes procesos fisioldgicos, resaltando el comportamiento de las plantas a condiciones
de estrés tales como la sequia, fitotoxicidad y bajas temperaturas (Dzib-EKk et al., 2021; Tucuch-
Haas et al., 2019).

El presente trabajo de titulacion pretende demostrar que el uso de biofertilizantes y
fitohormonas podrian ayudar a obtener una mayor posibilidad de cultivar en aquellas zonas
donde el suelo presente diferentes condiciones no aptas para la agricultura, como también
disminuir considerablemente el uso de agroquimicos y generar la disponibilidad de alimentos
en cantidades requeridas por la poblacidn con los mejores estandares de calidad y nutricionales.

Es por ello que se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo General

Determinar el efecto de la aplicacion de microorganismos rizosféricos y acido salicilico en
diferentes condiciones de estrés y formulacion de la cepa eficiente en la incidencia del

crecimiento, desarrollo y rendimiento agricola de lechuga (Lactuca sativa) bajo invernadero.

Objetivos Especificos

- Evaluar el efecto de microorganismos rizosféricos y acido salicilico sobre los parametros de

crecimiento, desarrollo y rendimiento de plantas de lechuga bajo condiciones de estrés.

- Formulacion de la cepa de microrganismos mas eficiente en la incidencia del crecimiento,

desarrollo y rendimiento de lechuga para estudios siguientes a nivel de campo.



4. Marco teérico

4.1. Lechuga (Lactuca sativa)

La lechuga Lactuca sativa es considerada como el cultivo méas importante del grupo de las
hortalizas de hoja, es reconocida por su variacion morfoldgica y genética (Kiistkova et al.,
2008). Es la verdura més consumida a nivel mundial ya que es baja en calorias, grasa y sodio,
ademas de ser una excelente fuente de fibra, hierro, acido y vitamina C, tiene un ciclo de vida

muy corto de aproximadamente 2 meses (Kim et al., 2016).

4.1.1. Descripcién taxonémica

La lechuga perteneces al género Latuca de la familia de las Asteraceas del orden Asterales
(Villasefior, 2018). Abarca mas de 1000 géneros y 20000 especies, sin embargo, solo se cultivan
muy pocas. Dentro de esta familia existen varios tipos de hortalizas ya sea de hoja, de flor o de
tallo (Santos Arcos et al., 2013).

4.1.2. Morfologia

La lechuga es una planta anual, herbacea, el 6rgano comestible de la lechuga son sus hojas las
cuales se consumen frescas (Frias, 2012). Se reproduce por autofecundacion, posee una raiz
pivotante que en la parte de la corona es gruesa mientras que en la profundidad se va
adelgazando gradualmente, puede alcanzar una profundidad de 60 cm, la mayoria de las raices
laterales se concentran en la parte cercana a la superficie, por lo tanto, los nutrientes y agua son

absorbidos de esta capa de la superficie (Silva & Sandoval Briones, 2016).

Las hojas se encuentran en rosetas, desplegadas al inicio, en algunos casos siguen asi durante
todo el desarrollo, por ejemplo: las variedades romanas y otros casos los cuales se acogollan.
Los bordes pueden ser liso, ondulado o aserrado (Rubio, 2002). Sus semillas son de color negro
0 blanco, botanicamente se considera como un aquenio, es decir un fruto seco conformado por
una sola semilla, su tamafio no supera los 3 mm (Silva & Sandoval Briones, 2016). En la fase
inicial del cultivo de lechuga presenta un tallo corto donde las hojas se ubican cerca entre si.
Una vez inducida la floracién el tallo tiende a alargarse y se produce un desarme de la cabeza
en especies que la generan, este tallo floral puede llegar a alcanzar una altura de 1 0 2 m (Maroto
Borrego, 2008; Silva & Sandoval Briones, 2016). Sus flores constituyen racimos de capitulos
los cuales oscilan entre un grupo de 15 a 30 inflorescencias compuestas estas son; liguladas,
blancas o amarillentas, las flores de la lechuga son hermafroditas por ende se autopolinizan, en
cuanto al caliz este es filamentoso y forma un vilano el cual es un érgano de diseminacién cuyo

polen es transportado por el viento (Silva & Sandoval Briones, 2016).



4.1.3. Requerimientos edafocliméticos

a) Suelo. El limité dptimo de pH oscila de 6,8 a 7,4 no es tolerante a la acidez del suelo,

pero si se adapta a suelos ligeramente alcalinos (Saavedra et al., 2017).

Por otro lado, este cultivo prefiere suelos ligeros, arenosos — limosos, que cuenten con un buen
drenaje (Terwissen et al., 2007). Con respecto a la salinidad la lechuga es sensible al exceso de
salinidad disponible en el suelo (Maroto Borrego, 2008) los valores umbral de CE estan en el
rango de 1,0 a 1,4 dS m™* (Maas, 1986).

b) Clima. La lechuga es una hortaliza de clima frio, la temperatura puede oscilar entre los
15y 18 °C, en temperaturas inferiores no existe crecimiento y en temperaturas elevadas causan
deterioro de la misma (Saavedra et al., 2017). En sus estados iniciales toleran heladas, pero en
la etapa cerca de la cosecha causan quemaduras en las hojas y susceptibilidad a ataques de
enfermedades (Giaconi & Escaff, 2001).

c) Agua. El cultivo de lechuga no es tolerante a la sequia, requiere una ldmina de riego de
6 mm diarios durante la época fresca mientras que en la época calida de 10 mm sin embargo al
tratarse de riegos sumamente pequefios se sugiere la aplicacion de riegos en intervalos de 2 a 3
dias (Drost, 2020). Los suministros de riegos ligeros hacen que las hojas se desarrollen en un
menor tiempo, el exceso de riego especialmente en suelos que no cuentan con una absorcion
rapida (suelos pesados) pueden inducir a la propagacion de enfermedades, crecimiento
retrasado y quemaduras de los bordes de las hojas (Saavedra et al., 2017).

d) Humedad relativa. El tamafio del sistema radicular es menor al tamafo de la parte
aérea de la lechuga por consiguiente es muy sensible a los periodos de sequia, la humedad

relativa Optima para este cultivo oscila entre un 60 y 80% (Saavedra et al., 2017).

4.1.4. Fenologia del cultivo

Se identifican 4 etapas significativas en el cultivo de lechuga segun la escala Biologische
Bundesanstalt, Bundessortenamt und Chemische Industrie BBCH (Meier, 2001). La fase de
plantula empieza con el estadio 00 hasta el estadio 09 en el que se observa la radicula, esta es
una sefial de que la semilla germind, posteriormente se observa la emergencia de los
cotiledones, un crecimiento significativo de la radicula y finalmente la aparicion de 3 a 4 hojas
verdaderas, esta fase tiene una duracion que oscila entre las 3 y 4 semanas desde la siembra
(Bilbao & Frezza). En la fase de desarrollo comprenden estadios desde el 20 al 29 en esta etapa
aparecen nuevas hojas y existe una disminucion de la relacion largo y ancho de los foliolos y

se da un proceso de acortamiento de los peciolos (Meier, 2001). La fase de roseta comprende
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los estadios del 41 al 47 en el cual se conforma la roseta y al pasar de los dias se va tornando
duray firme, esta fase tiene una duracion que oscila entre 3 a 4 semanas, finalmente se presenta;
la fase de floracion que comprende los estadios del 49 al 50 la cabeza de la lechuga pierde
calidad, toma un sabor amargo, el tallo comienza a alargarse (tallo floral) y finalmente se da la

emision de inflorescencias (Jenni & Bourgeois, 2008).

4.2. Factores que producen estrés a la planta

Los cultivos estan expuestos a diferentes tipos de estrés abidticos esto sucede cuando las
condiciones se apartan considerablemente del rango 6ptimo (Larcher, 2003). Los factores
ambientales son la amenaza principal por la que no se puede obtener un crecimiento, desarrollo
y productividad éptima de las plantas (Ashmore et al., 2006; Battisti & Naylor, 2009). La
sequia, calor, salinidad, acidez del suelo, ozono troposférico y el exceso de radiacion
ultravioleta hacen que exista un alto riesgo en la escasez de alimento (Ashmore et al., 2006;
Battisti & Naylor, 2009; Feng & Kobayashi, 2009; Fuhrer, 2009; Lobell et al., 2008; Ortiz et
al., 2008; Wassmann et al., 2009).

4.2.1. Salinidad

La salinizacion es considerada como la amenaza mas significativa para los recursos ambientales
y la salud humana (Shahbaz & Ashraf, 2013). Es el resultado de interacciones complejas entre
los procesos morfolégicos, fisiologicos y bioguimicos (Akbarimoghaddam et al., 2011; Singh,
2001). La salinidad ademas de disminuir la produccién optima de casi la mayoria de cultivos,
también afecta las propiedades fisicoquimicas del suelo y el equilibrio ecolégico del area
incluyendo algunos impactos como la baja productividad, bajo rendimiento en el eje econémico
y erosion de suelo (Hu & Schmidhalter, 2004).

La salinidad afecta a todos los estados fenologicos de la planta desde la germinacion, el
crecimiento vegetativo, hasta el desarrollo productivo debido a un estrés osmético, ademas
influye en la toxicidad i6nica, deficiencia de nutrientes (N, Ca, K,P Fe, Zn) y estrés oxidativo
de las plantas teniendo como resultado una limitacion significativa de agua del suelo, de fosforo

(P) ya que los iones de fosfato tienden a precipitar los iones de Ca (Bano & Fatima, 2009).

4.2.2. Estrés hidrico

Tambien conocido como sequia puede presenciarse debido a anomalias en las precipitaciones,
fallas en la irrigacion o a una temporada de verano las cuales son secas anualmente (Gilbert &

Medina, 2016). La forma en la que puede afectar a las plantas puede depender de factores



interno o externos (resistencia al estrés, profundidad del sistema radical en el suelo y la etapa
de desarrollo en la que se encuentre el cultivo) la cantidad de plantas por unidad de area, las
condiciones climaticas (temperatura, humedad, viento, luz, cantidad de precipitacion
atmosferica) y finalmente por factores edaficos (cantidad de agua, presidn osmotica,

propiedades fisicas y composicion) (Duca, 2015).

El estrés hidrico dificulta el 6ptimo crecimiento desarrollo y produccion de los cultivos
(McDowell et al., 2011). Genera el cierra de estomas y la reduccion del transporte interno de
agua, lo cual dificulta el acceso de recursos necesarios para la realizacion de la fotosintesis
(Bréda et al., 2006). El estrés hidrico ademas de afectar la funcionalidad normal del cultivo
también induce cambios en la morfologia, fisiologia y bioquimica con la finalidad de compensar
las limitaciones de agua (Lee et al., 2016; Mittler, 2002). A largo plazo las plantas responden
manteniendo el crecimiento de la raiz mientras que se reduce el crecimiento de la parte area
(Comas et al. 2013)

Las limitaciones de agua presentes en los cultivos tienen como resultado la sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno, la disminucién de las actividades fotosintéticas, peroxidacion
lipidica y mayor frecuencia en los procesos de muerte celular programada (Deeba et al., 2012;
Gill & Tuteja, 2010; Wallace et al., 2016).

4.3 Biofertilizacion

Los biofertilizantes o inoculantes microbianos, son productos que tienen como componente
principal microorganismos del suelo gracias a sus propiedades aumentan la disponibilidad y la
absorcién de nutrientes minerales para las plantas (Malusa et al., 2012). Segun Vessey (2003)
al aplicarlos a semillas, la superficie de la planta o directamente al suelo colonizan la rizosfera
o el interior de la planta, como resultado se presencia un aumento en el crecimiento, resistencia

a factores bioticos y abi6ticos .

4.3.1. Generalidades de los microorganismos

Una de las alternativas para mejorar la fertilidad del suelo es el uso de microrganismos, la
asociacion con las plantas son una gran alternativa con enfoque sostenible para obtener un
crecimiento, desarrollo y rendimiento 6ptimo (Berninger et al., 2018). Estan relacionados con
la mitigacion de la salinidad del suelo, la fertilidad, la degradacion, la pérdida de héabitat
(Pandey et al., 2019). Ademas, tienen la funcidn de proteger la salud frente a estreses bidticos

y abidticos (Condori-Pacsi et al., 2019).



Entre los beneficios de la aplicacion de microorganismos se encuentra la produccion de
antibioticos metabdlicos que tienen la funcion de proteger a la planta de posibles ataques de
organismos patogenos tales como: bacterias, hongos o nematodos (Valenzuela Ruiz et al.,
2020). Por otra parte, poseen la capacidad de sintetizar fitohormonas para regular el crecimiento
y desarrollo como también para incrementar la biodisponibilidad de nutrientes todo esto para
obtener una mayor produccion (Orozco-Mosqueda & Santoyo, 2020). Tienen la capacidad de
fijar nitrogeno atmosférico y solubilizar fosforo, que son mecanismos con la funcion de aportar
nutrientes a la planta, reduciendo o mitigando los eventos de contaminacion por la aplicacion
intensiva de fertilizantes sintéticos, asi como también el secuestro de hierro mediante
siderdforos que previenen el desarrollo de fitopatogenos (Rojas Padilla et al., 2020; Valenzuela
Ruiz et al., 2020). Estos también se consideran mejoradores de la estructura del suelo y
ecofisioldgicos ya que incrementan la resistencia al estrés tanto biotico como abiotico (Bowen
& Rovira, 1999; Clark, 1949).

a) Género Pseudomonas. Son parte del dominio de Bacterias, del Phylum Proteobacteria,
en la clase Gammaproteobacteria, en el orden Pseudomonadales, la familia Pseudomonaceae,
cuenta con mas de cien especies que alberga un grupo de bacterias consideradas las mas
diversas de la tierra (Hesse et al., 2018).

Es una bacteria aerdbica Gram-negativa, tiene la capacidad de prosperar en una variedad de
entornos, en los que se incluyen los ecosistemas de agua dulce, terrestre y marinos, es
considerada muy relevante en el &mbito agricola gracias a su influencia que ejercen en la
promocion del crecimiento (Kankariya et al., 2019). Son bastones los cuales pueden ser rectos
o ligeramente curvados con flagelos polares, cuentan con un mecanismo respiratorio aerébico
sin embargo, ninguna de las especies es fermentativa, no toleran el pH menor a 4,5 es decir que
en condiciones acidas estos no crecen, son habitantes del agua y suelo (Palleroni & Moore,
2010).

Pseudomonas, es considerada como promotora de crecimiento, ayudan a colonizar las raices,
produce enzimas y metabolitos, solubiliza nutrientes, acido indolacético y produce sideroforos
estos actian como como agentes de biocontrol e inducen resistencia sistémica contra
enfermedades (Podile & Kishore, 2007).

b) Género Azospirillum. Son bacterias Gram-negativas de vida libre que no forman
esporas, son capaces de crecer en condiciones muy bajas de concentraciones de oxigeno

(microaerofilas), prosperan en condiciones ambientales templadas, sus células tienen una forma
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de bastdn o espiral (Santos Ferreira et al., 2020). Se estudian ampliamente por su efecto como
promotor de crecimiento de las plantas después de su inoculacion (Cassan et al., 2020).

Se consideran organismos fijadores de nitrégeno donde la asociacion de Azospirillum — planta,
dan respuesta a un mayor desarrollo y rendimiento (Okon & Itzigsohn, 1995). Dicho aumento
se atribuye a un mejor desarrollo radicular, un aumento considerable en la absorcion de agua y
nutrientes fijacion bioldgica de nitrégeno, la produccién de hormonas, la solubilizacion de
fosfatos y sider6foros, ademas, tiene actividad biocontroladora de fitopatogenos (Pedraza et al.,
2020).

c) Género Azotobacter. Son bacterias Gram-negativas los cuales tienen una vida libre

(Alhia, 2010; Gandotra et al., 1998). Son ovaladas que forman quistes de paredes gruesas,
algunas bacterias son moviles; estas se movilizan a través de flagelos peritrico, son sensibles al
pH &cido, sales y temperatura altas. Azotobacter tienen gran importancia ya que contribuye al
crecimiento y el rendimiento gracias a la biosintesis de sustancias activas, estimulacion de
microbios rizosféricos, modificacion de la absorcion de nutrientes, produccion de inhibidores
Fitopatdgenos (Sandeep et al., 2011).
Las azotobacterias se han venido utilizando como biofertilizantes hace méas de un siglo. Fijan
nitrégeno aerdbicamente, elaboran hormonas vegetales, tienen la capacidad de solubilizar
fosfatos y ayudan a la reduccion de fitopatdgenos. la aplicacion tiene un efecto positivo en el
rendimiento (Das, 2019).

d) Formulacion de microorganismos. La formulacién es un proceso industrial en el cual
se obtiene un bioinoculante que contiene como ingrediente activo microorganismos, los cuales
son utilizados con un gran auge en los sistemas de produccion para adquirir mayor
disponibilidad de nutrientes, resistencia a factores biotico y abiéticos que brinden rendimientos
Optimos de los cultivos (Loredo-Osti et al., 2004). Se formulan normalmente en un vehiculo
estéril o no estéril (Bashan et al., 2014). Puede ser: liquido; granulado; sélido o polvo (Bashan
et al., 2014; Catroux et al., 2001).

Las formulaciones solidas se incorporan a través del recubrimiento de las semillas o aplicando
enmiendas al suelo (Bashan et al., 2014). La materia prima del vehiculo comlinmente es la
turba, sin embargo, en la actualidad se utiliza el bagazo, estiércol animal, polvo de alfalfa,
compost de polvo de coco (turba de coco), compost de lombrices, perlita, fosfatos de rosa,
carbdn vegetal entre varias variedades de carbones, lignito, talco y fracciones inorganicas del

suelo como las arcillas (Stephens & Rask, 2000).
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Las formulaciones liquidas comprenden suspensiones de concentrados celulares, emulsiones o
lodos que contienen particulas sélidas (Bashan et al., 2014). Al igual que la formulacion solida
se puede aplicar recubriendo directamente a la semilla, como también pueden ser incorporados
directamente en surcos durante la siembra en plantaciones ya establecidas (Maluséa et al., 2012).
Una de las ventajas de esta formulacion es que también se puede aplicar de la parte aérea de la
planta (Mitter et al., 2017).

4.4 Uso de fitohormonas

Las fitohormonas o hormonas vegetales se localizan en varios tejidos de las plantas como
moléculas sefializadoras en cantidades limitadas de acuerdo al proceso que se necesite regular,
los cambios que se dan en la distribucion de estas hormonas modifican el desarrollo y las
respuestas a los diferentes estreses (bidticos y abiodticos) que se presentan, en la actualidad se
conocen 11 tipos de hormonas entre ellas: acido abscisico, etileno, las giberelinas, el acido

salicilico entre otras (Porta & Jiménez-Nopala, 2019).

El 4cido salicilico es parte de un amplio grupo de compuestos sintetizados conocidos como
fenolicos (Sanchez et al., 2010). Una gran gama de organismos procariotas y eucariotas
producen acido salicilico SA. (Cuéllar et al., 2008). Las funciones mas conocidas que realiza
son como molécula de las respuestas de defensa de la planta, resistencia a enfermedades,
biorreguladores de crecimiento, provoca cierre de estomas, reduccion de la transpiracion y
defensa de las plantas frente a diversos estreses ambientales (sequia, salinidad, inundaciones,

cambios de temperatura, entre otros) (Sanchez et al., 2010; Ward et al., 1991).

5. Metodologia
5.1. Ubicacion geografica

El presente ensayo se realizd en la quinta experimental docente “La Argelia” ubicada en la
ciudad de Lojaa04° 57 20" Sy 79° 12" 47" O. Se encuentra a 2 136 msnm, a una temperatura
que oscila desde 9°C a 21°C con una media de 17°C con una precipitacion anual de 1001 mm.

5.2. Metodologia para el primer objetivo

“Evaluar el efecto de microorganismos rizosféricos y acido salicilico sobre los pardmetros de

crecimiento, desarrollo y rendimiento de plantas de lechuga bajo condiciones de estrés”.
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5.2.1. Condiciones del cultivo de lechuga

Bajo invernadero se colocaron fundas de polietileno (25 x 17 cm) que contienen sustrato en
proporcidn 2.1.1 a base de tierra de montafia, arena y turba previamente desinfectado con calor,
con un pH de 6.5 y conductividad eléctrica de 0,5 dS/m (deciSiemens por metro) fueron
trasplantadas plantulas de lechuga de 15 dias de edad. No sin antes someter al sustrato a un tipo
de estrés: Estrés de sales donde se aplicd 100 mol/m3de cloruro de sodio (NaCl) hasta llegar a
una conductividad de 2,29 dS/m (suelo salino). Este tipo de estres fue generado al momento de
la siembra (Garcia-Parra et al., 2019). Para el estrés hidrico las plantas no fueron regadas por 5

dias.

5.2.2. Mitigadores de estrés (microorganismos y acido Salicilico)

Se usaron tres cepas de microorganismos promotores del crecimiento nativos de la Provincia
de Loja de los géneros Azotobacter (AzM1R2), Azospirillum (AsM3R1) y Pseudomonas
(PM8R1), previo a su aplicacion se realizé una activacion y crecimiento de los mismos para
contabilizar las unidades formadoras de colonias (UFC) y determinar la concentracion de cada
uno. Obteniendo para AzM3R1: 3,3X10” UFC/ml, AsM3R1: 3,6X10" UFC/ml y PM8R1:
3,8X107 UFC/ml. De esta solucion se aplicd 1 ml con la ayuda de una pipeta al sustrato directo
por planta. Para la aplicacién del &cido salicilico (AS) fue usada la metodologia sugerida por
Souri and Tohidloo (2019); en donde 100 mg de este producto se diluyé en 100 ml de agua
potable; posteriormente se sumergio las raices de las plantulas por un lapso de 30 minutos. En
ambos casos los tratamientos fueron aplicados una sola vez y posteriormente se procedid con

la siembra.

5.2.3. Variables evaluadas

Después de la siembra se recolectaron datos de las siguientes variables:

Numero de hojas: Cada 15 dias después de la siembra se contabiliz6 las hojas de todas las

unidades experimentales.

Altura de la planta: Cada 15 dias después de la siembra se midi6 con la ayuda de una cinta

métrica desde la base hasta el final de la hoja de todas las unidades experimentales.

Area foliar: A los 70 DDS se midi6 con una cinta métrica la longitud y el ancho de 3 hojas de
cada unidad experimental y se determind mediante la férmula AF= LxA/P (Martinez & Garcés,
2010)
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Donde:
L= Longitud A=ancho P=areade suelo

Peso seco: A los 70 DDS se introdujo en una estufa todas las unidades experimentales a una
temperatura de 65 °C por 8 dias hasta lograr un peso estable, previo a un pre-secado por el lapso
de 4 dias, las muestras se colocaron en un cajon de madera con una cocina eléctrica generando

un micro clima que deshidrato las plantas de lechuga.

Rendimiento: Se considerd el peso verde de todas las unidades experimentales de cada

tratamiento al momento de la cosecha y se relacion6 para una hectarea en kg/ha.

5.3. Metodologia para el segundo objetivo

“Formulacion de la cepa de microrganismos mads eficiente en la incidencia del crecimiento,

desarrollo y rendimiento de lechuga para estudios siguientes a nivel de campo”

Mediante las pruebas estadisticas realizadas de las variables de crecimiento y rendimiento del
paquete estadistico SigmaPlot 14.0 se seleccionaron las cepas de los géneros Azospirillum y
Pseudomonas las cuales mostraron mejores resultados, se sembraron en caldo nutriente (Anexo
1) y se estimuld su crecimiento hasta 3,6X10” UFC/mLy 3,8X10" UFC/mL™. Se utilizd turba
comercial Promix PGX, con la metodologia modificada de Aguilar (2020), se esteriliz6
mediante autoclave a 14 psi durante 20 minutos . Se usé fundas de papel aluminio de medidas

de 20 X 13 cm que se esterilizaron mediante radiacion UV durante 20 minutos.

En cada funda de papel aluminio se distribuyd 500 g de turba estéril con un inéculo de 30 ml
de cada una de las cepas de interés. Se incubaron a 27° C dentro de un cuarto con control de
temperatura durante 15 dias. El producto final se mantuvo en refrigeracion a 4° C para lograr
una duracion de 12 a 24 meses para proximos estudios a nivel de campo (Vacheron et al., 2015).

5.4. Disefio experimental

En el presente trabajo de titulacion se utilizo un Disefio Completamente al Azar (DCA) con
arreglo bifactorial. Se planteo 15 tratamientos con 7 repeticiones con un total de 105 unidades
experimentales donde se evalu6 el efecto de la aplicacion de 3 cepas de microorganismos de
los géneros Azotobacter (AzM1R2), Azospirillum (AsM3R1), Pseudomonas (PM8R1) y &cido

salicilico (AS) en el cultivo de lechuga bajo condiciones de estres salino y estrés hidrico.

Tratamientos: T1 (control + control); T2 (control + AS); T3 (control + AzM1R2); T4 (control
+ AsM3R1); T5 (control+ PM8R1); T6 (estrés hidrico + control); T7 (estrés hidrico + AS); T8
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(estrés hidrico + AzM1R2); T9 (estrés hidrico + AsM3R1); T10 (estrés hidrico + PM8R1); T11
(estrés salino + control); T12 (estrés salino+ AS); T13 (estrés salino + AzM1R2); T14 (estrés
salino + AsM3R1); T15 (estrés salino + PM8R1)

5.5. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron procesados en el paquete estadistico SigmaPlot 14.0 mediante un
analisis de varianza (ANOVA), se comprobaron los supuestos de homogeneidad y normalidad
y finalmente las medias fueron evaluadas mediante estadistica paramétrica con la prueba de
Tukey con una probabilidad del 5% vy estadistica no paramétrica con la prueba de Kruskal-
Wallis.

6. Resultados

6.1 Efecto de microorganismos y acido salicilico sobre variables de crecimiento y

rendimiento en el cultivo de lechuga bajo condiciones de estres

6.1.1 Altura de la planta

En condiciones edéaficas del sustrato de pH 6,5 y conductividad eléctrica 0,5 dS/m, se
obtuvieron resultados que reflejan que las plantas a las que se les aplicé microorganismos
rizosféricos y acido salicilico, lograron mayor altura en cada una de las plantas (figura 1A).
Segln la prueba de Tukey el control presento diferencias significativas con todos los
tratamientos siendo el de menor altura, en comparacion de las plantas con los tratamientos de
Azotobacter, acido salicilico Pseudomonas y Azospirillum que fueron los tratamientos en donde
las plantas alcanzaron mayor altura, mismos que no mantuvieron diferencias significativas entre
si (figura 1B).
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Figura 1. Efecto de la aplicacion de microorganismo rizosféricos y acido salicilico en la dinamica de
crecimiento en el cultivo de lechuga. Loja, julio 2022. (A) dindmica del crecimiento de lechuga desde
el trasplante hasta la cosecha, (B) altura final a los 70 dias después del trasplante. Simbolos representan
la media de 7 repeticiones, barras con letras desiguales difieren significativamente por la prueba de
Tukey (x<0.05) (n= 35). Leyenda: &cido salicilico (AS), Azotobacter (AzM1R2), Azospirillum
(AsM3R1), Pseudomonas (PM8R1).

Para la presente variable, los resultados reflejan que las aplicaciones de microorganismos
rizosfericos y &cido salicilico lograron disminuir el efecto causado por el estrés hidrico,
observandose mayor altura en cada una de las plantas (figura 2A). Segun la prueba de Kruskal
— Wallis, El control mostré diferencias significativas frente a la aplicacion de acido salicilico,
Azotobacter, Pseudomonas y Azospirillum. Logrando los mayores promedios en altura (figura

2B).
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Figura 2. Efecto de la aplicacion de microorganismo rizosféricos y acido salicilico en la dindmica de
crecimiento en el cultivo de lechuga bajo condiciones de estrés hidrico. Loja, julio 2022. (A) dinamica
del crecimiento de lechuga desde el trasplante hasta la cosecha, (B) altura final a los 70 dias después del
trasplante.Simbolos representan la media de 7 repeticiones, barras con letras desiguales difieren
significativamente por la prueba de Kruskal - Wallis («<<0.05) (n= 35). Leyenda: &cido salicilico (AS),
Azotobacter (AzM1R2), Azospirillum (AsM3R1), Pseudomonas (PM8R1).

Bajo condiciones de estrés salino (CE de 2,34 dS/m) los resultados demuestran que la aplicacion
de microorganismos rizosféricos y acido salicilico lograron disminuir el efecto de estrés
causando como respuesta mayor altura de las plantas (figura 3A) en comparacion con el control.
Segun la prueba de Tukey, el control mostré diferencias significativas con todos los
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tratamientos aplicados, mientras que la aplicacion de Pseudomonas alcanzo la mayor altura

siendo diferente de Azotobacter y acido salicilico (figura 3B).
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Figura 3. Efecto de la aplicacion de microorganismo rizosféricos y acido salicilico en la dindmica de
crecimiento en el cultivo de lechuga bajo condiciones de estrés salino. Loja, julio 2022. (A) dinamica
del crecimiento de lechuga desde el trasplante hasta la cosecha, (B) altura final a los 70 dias después del
trasplante. Simbolos representan la media de 7 repeticiones, barras con letras desiguales difieren
significativamente por la prueba de Tukey («<0.05) (n= 35). Leyenda: &cido salicilico (AS),
Azotobacter (AzM1R2), Azospirillum (AsM3R1), Pseudomonas (PM8R1).

6.1.2. Numero de hojas

Los resultados obtenidos reflejan que las aplicaciones de microorganismos rizosféricos y acido
salicilico lograron mayor cantidad de hojas por planta (figura 4A). Segun el test de Kruskal —
Wallis el control no presenta diferencias significativas con la aplicacién de Azotobacter el cual
consiguio6 el menor nimero de hojas por otro lado, la aplicacion de Pseudomonas, Azospirillum

y &cido salicilico obtuvieron la mayor cantidad de hojas (figura 4B).
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Figura 4. Efecto de la aplicacion de microorganismo rizosféricos y acido salicilico en la dinamica de
numero de hojas en el cultivo de lechuga. Loja, julio 2022. (A) dinamica de nimero de hojas de lechuga
desde el trasplante hasta la cosecha, (B) numero de hojas final a los 70 dias después del trasplante.
Simbolos representan la media de 7 repeticiones, barras con letras desiguales difieren significativamente
por la prueba de Kruskal - Wallis («¢<0.05) (n= 35). Leyenda: &cido salicilico (AS), Azotobacter
(AzM1R2), Azospirillum (AsM3R1), Pseudomonas (PM8R1).

Bajo condiciones de estrés hidrico los resultados reflejaron que las aplicaciones de
microorganismos rizosféricos y acido salicilico generan mayor cantidad de hojas por planta
(figura 5A). Segun la prueba de Tukey el control no obtuvo diferencias significativas con la
aplicacion de Azotobacter siendo el tratamiento con menor hojas, por otro lado, la aplicacion
de acido salicilico y Azospirillum no presentaron diferencias significativas mientras que la

aplicacién de Pseudomonas alcanzé la mayor cantidad de hojas (figura 5B).
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Figura 5. Efecto de la aplicacion de microorganismo rizosféricos y acido salicilico en la dinamica de
namero de hojas en el cultivo de lechuga bajo condiciones de estrés hidrico. Loja, julio 2022. (A)
dindmica del nimero de hojas de lechuga desde el trasplante hasta la cosecha, (B) altura final a los 70
dias después del trasplante. Simbolos representan la media de 7 repeticiones, barras con letras desiguales
difieren significativamente por la prueba de Tukey («<0.05) (n= 35). Leyenda: &cido salicilico (AS),
Azotobacter (AzM1R2), Azospirillum (AsM3R1), Pseudomonas (PM8R1).

En condiciones de estrés salino los resultados reflejaron que las aplicaciones de
microorganismos rizosféricos y acido salicilico generaron mayor cantidad de hojas por planta
(figura 6A). Segun la prueba de Tukey el control tiene diferencias significativas con la
aplicacién de los tratamientos, no obstante, los tratamientos donde se aplicd acido salicilico,
Azotobacter, Azospirillum no mostraron diferencias significativas entre si manteniendo mayor

cantidad de hojas al igual que Pseudomonas (figura 6B).
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Figura 6. Efecto de la aplicacién de microorganismo rizosféricos y acido salicilico en la dinamica del
namero de hojas en el cultivo de lechuga bajo condiciones de estrés salino. Loja, julio 2022. (A)
dinamica del nimero de hojas de lechuga desde el trasplante hasta la cosecha, (B) altura final a los 70
dias después del trasplante. Simbolos representan la media de 7 repeticiones, barras con letras desiguales
difieren significativamente por la prueba de Tukey («<0.05) (n= 35). Leyenda: &cido salicilico (AS),
Azotobacter (AzM1R2), Azospirillum (AsM3R1), Pseudomonas (PM8R1).

6.1.3. Area de la hoja

Segun el test de Tukey no existe diferencias significativas entre el control y Azotobacter siendo
los tratamientos con menor area foliar, por otro lado, la aplicacion de Pseudomonas y
Azospirillum obtuvieron los mejores resultados para esta variable, aunque similares efectos
tuvieron las plantas sometidas al efecto del acido salicilico (figura 7A). Bajo condiciones de
estrés hidrico (figura 7B) el control no obtuvo diferencias significativas con la aplicacién de
Azotobacter siendo los tratamientos con menor area foliar, por otro lado, el acido salicilico
Pseudomonas y Azospirillum alcanzaron la mayor area foliar. Bajo condiciones de estrés salino
(figura 7C) el control tiene diferencias significativas con la aplicacion de los tratamientos, no
obstante, el acido salicilico, Azotobacter, Pseudomonas y Azospirillum alcanzaron la mayor
area foliar sin mantener diferencias significativas entre si.
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Figura 7. Efecto de la aplicacion de microorganismo rizosféricos y acido salicilico en la dindmica del
area foliar en el cultivo de lechuga. Loja, julio 2022. (A) dindmica del area de la hoja final sin la
aplicacion de estrés, (B) dinamica del area de la hoja final bajo condiciones de estrés hidrico, (C)
dinamica del area de la hoja final bajo condiciones de estrés salino a los 70 dias después del trasplante.
Simbolos representan la media de 7 repeticiones, barras con letras desiguales difieren significativamente

por la prueba de Tukey (x<0.05) (n= 35). Leyenda: &cido salicilico (AS), Azotobacter (AzM1R2),
Azospirillum (AsM3R1), Pseudomonas (PM8R1).

6.1.4. Peso seco total

Segun el test de Tukey no existe diferencias significativas entre el control y Azotobacter siendo
los tratamientos con menor peso seco, por otro lado, la aplicacién de é&cido salicilico,
Pseudomonas y Azospirillum obtuvieron el mayor peso seco y no presentan diferencias

significativas entre si (figura 8A). Bajo condiciones de estrés hidrico (figura 8B) el control
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obtuvo el menor peso seco, ademas, no se presentaron diferencias significativas con la
aplicacion de acido salicilico, Azotobacter y Azospirillum, sin embargo, Pseudomonas y
Azospirillum alcanzaron el mayor peso seco. Bajo condiciones de estrés salino (figura 8C) el
control no tiene diferencias significativas con la aplicacion de acido salicilico siendo los
tratamientos con menor peso seco, mientras que, Azotobacter, Pseudomonas y Azospirillum

alcanzaron el mayor peso seco.

A Control B - Estrés hidrico

12

bc
bC T 9

P —_
) = b
o o ab
° 6 °f I
[)] []
o a T

| I |

0 0

Control AzM1R2 AsM3R1 PMS8R1 Control AS  AzM1R2 AsM3R1 PMSR1

Tratamientos Tratamientos

C Estres salino
12
9 c
C
o
o
[
v 6
2 a
[}
a
| I I I
0 T
Control AzM1R2 AsM3R1 PMS8R1

Tratamientos
Figura 8. Efecto de la aplicacion de microorganismo rizosféricos y acido salicilico en la dindmica del
peso seco en el cultivo de lechuga. Loja, julio 2022. (A) dindmica del peso seco sin la aplicacion de
estrés, (B) dindmica del peso seco bajo condiciones de estrés hidrico, (C) dinamica del peso seco bajo
condiciones de estrés salino a los 70 dias después del trasplante. Simbolos representan la media de 7
repeticiones, barras con letras desiguales difieren significativamente por la prueba de Tukey («<0.05)

(n= 35). Leyenda: acido salicilico (AS), Azotobacter (AzM1R2), Azospirillum (AsM3R1),
Pseudomonas (PM8R1).
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6.1.5. Rendimiento

Segun el test de Tukey no existe diferencias significativas entre el control y Azotobacter siendo
los tratamientos con menor rendimiento, por otro lado, la aplicacién de &cido salicilico
Pseudomonas y Azospirillum obtuvieron los mejores resultados (figura 9A). Bajo condiciones
de estrés hidrico (figura 9B) el control obtuvo el menor rendimiento, mientras que no se
presentd diferencias significativas entre los tratamientos, sin embargo, los que alcanzaron
menor rendimiento fueron el control y Azotobacter, por otro lado, la aplicacion de acido
salicilico Pseudomonas y Azospirillum alcanzaron el mayor rendimiento. Bajo condiciones de
estrés salino (figura 9C) el control tiene diferencias significativas con la aplicacion de todos los
tratamientos los cuales mitigaron los efectos causados por este tipo de estrés mostrando mayor

area foliar con leves diferencias significativas.
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Figura 9. Efecto de la aplicacion de microorganismo rizosféricos y cido salicilico en la dinamica del
rendimiento en el cultivo de lechuga. Loja, julio 2022. (A) dindmica del rendimiento sin la aplicacion
de estrés, (B) dinamica del rendimiento bajo condiciones de estrés hidrico, (C) dinamica del rendimiento
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bajo condiciones de estrés salino a los 70 dias después del trasplante. Simbolos representan la media de
7 repeticiones, barras con letras desiguales difieren significativamente por la prueba de Tukey («<0.05)
(n= 35). Leyenda: acido salicilico (AS), Azotobacter (AzM1R2), Azospirillum (AsM3R1),
Pseudomonas (PM8R1).

6.2. Formulacion de la cepa de microrganismos mas eficiente

Se obtuvo 15 fundas de turba + Azospirillum (3,6 x 10’ UFC/ml) y 15 fundas de turba +

Pseudomonas (3,8 x 10" UFC/mI) para estudios posteriores de viabilidad y pruebas en campo.

&

Ficha Técnica f

Bioproducto mixto con
microorganismos benéficos para su
aplicacion en cultivos horticolas
IDENTIFICACION DEL PRODUCTO:

A Ingrediente activo: Azospirillum B. Ingrediente activo: Preudomonas
Clase quimica: Bioldgico Clase gquimica: Bioldgico

Tipo de producto: Biofertilizante Tipo de producto: Biofertilizante
Formulacidn: Saolida (turba) Formulacidn: Solida (turba)
Concentracidn: 3,6 X 107 UFC Concentracion: 3,8 x 107 UFC
pH: 6,8 pH: 6,8

INFORMACION AGRONOMICA

Clasificacion del producto: Bacterias promotoras de crecimiento vegetal, captadoras de
nitrogeno de aire y fijadoras al suelo, fito- estimuladores, resistencia sistémica

ALMACENAMIENTO
Temperatura: 47
Duracion: 12 a 24 meses

FORMA DE ACCION
» Microorganismos rizosféricos clave para obtener cultivos saludables y vigorosos
» Generacion de equilibrio, siendo esenciales para obtener velocidad de germinacion de
semillas
» Ezstimula el desarrollo radicular y formacion de raices fortaleciendo los mecanismos de
defensa de la planta
» Aumenta la respuesta a la fertilizacion orginica, reduciendo la perdida de nitrégeno (N) y
Fosforo (P)
» Sustituye la aplicacion de fertilizantes hasta un 25 a 30% mejorando en rendimiento entre
el 20 y el 30% en produccion.
» Aumenta la tolerancia al estrés hidrico, ataque de plagas ¥ enfermedades.

» Evita la entrada de agentes patégenos produciendo sustancias antimicrobianas (efecto

antibiotico y siderdforos)
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Figura 10. Ficha técnica de Bioproducto a base de Pseudomonas y Azospirillum en material solido
(turba)

7. Discusion

7.1 Efecto de microorganismos y &cido salicilico sobre variables de crecimiento y
rendimiento en el cultivo de lechuga bajo condiciones de estrés

En el presente ensayo se estudié el efecto de microorganismos rizosféricos y acido salicilico
sobre el crecimiento, desarrollo y rendimiento de lechuga bajo condiciones de estrés.

Los microorganismos y las fitohormonas han demostrado ser opciones ventajosas como
biofertilizantes, econdémicos, seguros y ecoldgicos; sus funciones los convierten en una
alternativa potencial para el manejo agronémico de los cultivos en zonas donde las condiciones
edaficas no son Optimas para la correcta absorcion de agua y minerales (Bowen & Rovira,
1999).

Para determinar el efecto de estos microorganismos rizosféricos y acido salicilico se evaluaron
variables de crecimiento (altura, nimero de hojas y area foliar, peso seco) y rendimiento las
cuales fueron uniformes con una linea de tendencia creciente durante las fases fenologicas del
cultivo, los tratamientos controles obtuvieron el menor crecimiento en altura, menor nimero,
area de hojas y rendimiento mismos resultados que se pretendian encontrar ya que no se
encuentran en condiciones Optimas para su desarrollo, en comparacion con la aplicacion de los
diferentes microorganismos rizosféricos y acido salicilico. Ello coincide con lo evaluado por
Terry et al. (2002) aplicando rizobacterias en los cultivos horticolas de tomate, lechuga,
habichuela y rabano manifestando diferencias significativas entre los tratamientos inoculados
frente al control. De igual manera. En la presente investigacion, el cido salicilico mostr6 mayor
crecimiento frente al tratamiento control, lo cual coincide con Prado et al. (2012), quien usando
también &cido salicilico, menciona similar incremento con respecto al control en el rendimiento
de lechuga. Para la variable de rendimiento se recolect6 datos de peso seco total y peso verde
en el cual también se mostré6 que la aplicacion de microorganismos rizosféricos y acido
salicilico mitigaron los efectos producidos por el estrés hidrico y salino obteniendo mayor peso
seco de la plata y rendimiento en los tratamientos aplicados.

El déficit hidrico, generalmente afecta el correcto desarrollo de las plantas disminuyendo la
produccién de biomasa (Kaushal & Wani, 2016), el crecimiento debido a cambios en los
balances ionicos, eficiencia fotosintética, la distribucion y la utilizacion de carbono
(Janmohammadi et al., 2012), como también reduccién a nivel foliar, madurez temprana y

cerramiento estomatico prolongado (Obidiegwu et al., 2015; Silva Dalberto et al., 2017). Sin
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embargo, con la aplicacion de microorganismos promotores de crecimiento, estos efectos
disminuyeron, debido a que estas bacterias poseen una tolerancia al estrés osmotico, algunas de
estas poseen la capacidad endofitica y en algunos casos proporcionan cambios considerados
como morfo fisioldgicos (acumulacion de osmolitos, regulacion estomatica y disminucion del
potencial de la membrana), todo esto contribuye a la mitigacién del estrés hidrico (Armada,
2015). Estos resultados se pueden corroborar con lo mencionado por Ocampo (2015) en su
estudio realizado en maiz en zonas bajo condiciones de sequia, en donde se obtuvo mayor
longitud de la planta previo a la aplicacion de estos microorganismos, asi mismo estudios
realizados por Basahi et al. (2014) y Karam et al. (2002) mostraron mayor biomasa en el cultivo
de lechuga bajo estrés hidrico con la aplicacion de microorganismos. El &cido salicilico, de
igual manera, mitigd los efectos ocasionados por este tipo de estrés dando como respuesta
mayor crecimiento y rendimiento a comparacion con el control y aunque no existe una alta
gama de estudios realizados estos resultados coinciden con Casasola Zamora (2012) el cual
evalud el efecto del &cido salicilico sobre la tolerancia a la sequia en lechuga obteniendo como
resultados mayor rendimiento que el control, sin embargo no se obtuvieron diferencias
significativas. Por su parte, Agami (2013) y Ortiz and Xareny (2013) evaluaron el efecto del
acido salicilico y el estrés hidrico sobre la calidad de lechuga, obteniendo como resultados que
las plantas tratadas lograron mayor rendimiento en comparacion con los demés tratamientos,

sin embargo, los microorganismos fueron los que ocasionaron los mejores resultados.

Bajo condiciones de estrés salino se estudiaron los efectos de microorganismos rizosféricos
obteniendo como resultado que los tratamientos que no se aplicd estas bacterias y el acido
salicilico obtuvieron menor crecimiento y rendimiento, segin Khan et al. (2012) se debe a un
efecto acumulativo en la alteracion de la homeostasis ionica, el desequilibrio hidrico y a la
reduccion de la capacidad fotosintética, ya que mediante el estrés salino se induce a un estrés
oxidativo a través de una sobreproduccion de especias reactivas de oxigeno (ROS) que pueden

alterar las funciones de los cloroplastos (Apel & Hirt, 2004).

Mientras que con las plantas que se aplicaron los tratamientos de microorganismos rizosféricos
se obtuvo mayor crecimiento y rendimiento coincidiendo con los diferentes estudios realizados
en varios cultivos bajo condiciones de estrés por salinidad (Etesami & Maheshwari, 2018; Farro
et al., 2021; Kaushal & Wani, 2016; Orhan, 2016; Singh & Jha, 2016) los cuales han mostrado
que los mecanismos por lo que se mejora el crecimiento con microorganismos incluyen la
acumulacién de osmolitos tales como aminoacidos y algunos de sus derivados ( glutamato,

prolina, peptidos, y aminoacidos N- acetilados), asi mitigando los efectos que produce la
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salinidad y obteniendo mayor rendimiento en comparacion con el control. Se obtuvieron los
mismos resultados con la aplicacion de &cido salicilico el cual mitigo este efecto obteniendo
mayor crecimiento y rendimiento resultados que concuerdan con las investigaciones realizadas
en diversos cultivos bajo este tipo de estrés (Eraslan et al., 2007; Gautam & Singh, 2009; Khan
et al., 2014; Noreen & Ashraf, 2008). Al respecto Tayeb (2005) relaciona el aumento del
crecimiento inducido por el acido salicilico con una mayor actividad antioxidante que protegen
de los dafios oxidativos antes mencionados y un incremento en la fotosintesis el cual es un

factor de suma importancia para un éptimo crecimiento y rendimiento (Tambussi, 2005).

Sin embargo, los tratamientos que mayor crecimiento y rendimiento obtuvieron mitigando el
estrés hidrico y el estrés salino fueron los que se aplicaron Pseudomanas y Azospirillum
deduciendo que segun la caracterizacion fisioldgica presentada por Asuncion (2022) en fase de
laboratorio Pseudomonas y Azospirillum son los microorganismos que presentaron mayor
indice en la solubilizacion de fosfatos, los méas efectivos en cuanto a la degradacion de la
celulosa, mayor capacidad de fijacion de nitrogeno y produccion de acido indol-3-acético
(AIA).

7.2. Formulacion de la cepa de microrganismos mas eficiente

Se realizd una bioformulacion a base de las cepas de microorganismos de Azospirillum y
Pseudomonas las cuales incidieron positivamente en el crecimiento, desarrollo y rendimiento
de lechuga. En un vehiculo solido a base de turba, la utilizacion de la turba como soporte es
recomendada por el contenido de materia organica, de 60 a 70% de fuente de carbono y su
capacidad de retencion de agua (Torres, 2022). En trabajos de investigacién no se reportan
diferencias significativas en la variacion poblacional de las bacterias con el uso de turba esteril
como vehiculo siendo considerado uno con los mejores resultados superando a la vermiculita,
el polvo de talco, los granulos de basalto y la bentonita (Bashan et al., 2007). Por su parte
Quiroz-Sarmiento et al. (2019) en su estudio realizado en el cultivo de pimiento menciona que
el mejor carrier para el uso de biofertilizantes es la turba por su composicion y por el costo de

produccidn en comparacion con bentonita y vermiculita.

8. Conclusiones

Los microorganismos nativos de la provincia de Loja y el acido salicilico disminuyeron los
efectos producidos por los diferentes tipos de estreses (estrés salino y estrés hidrico) logrando

mayor crecimiento, nimero de hojas, peso seco y rendimiento en comparacion con el control
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el cual obtuvo la menor incidencia en el crecimiento y rendimiento, sin embargo, los mejores

resultados se reflejaron con las cepas nativas de Azospirillum y Pseudomonas.

Las Cepas de los géneros Azospirillum y Pseudomonas fueron formuladas en material sélido a
base de turba en una concentracion de (3,6 x 107 UFC/ml) y (3,8 x 10" UFC/mI) respectivamente
para estudios posteriores a nivel de campo.

9. Recomendaciones

Realizar la caracterizacion molecular de cada uno de los géneros aislados seguido por una

prueba de patogenicidad para evitar la propagacion de enfermedades en los huéspedes

Realizar una activacion de los microorganismos y contabilizar las UFC para brindar al usuario
una dosificacion exacta en la aplicacién a nivel de campo que permita que los bioinoculantes

expresen resultados éptimos y benéficos para el productor.

Aplicar las formulaciones realizadas a nivel de campo previo a un analisis de suelo y corroborar
los efectos positivos de los mismos en el crecimiento, desarrollo y rendimiento de las plantas
con la finalidad de evaluar en todos los entornos y condiciones edafoclimaticas su adaptabilidad

y efectos.
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11. Anexos

Anexo 1. Propiedades fisico, quimicas y composicién basica del caldo nutritivo

Informacddn sobre las propledades fisicas y quimicas bésicas

a)
)]
c)
d)
e}
f)
El
hj
I
1
k]
I
mj
nj
]
]
q
r
5}
t]

Aspecto Forma Paolvo fluido homogéneo de color entre  crema y amarillo
Oilor Mo hay datos disponibles

Umbral de olor Mo hay datos disponibles

pH ) : 7.20- 7.60 Reactivo
Punto de fusktn/punto de congelacidn : No hay datos disponibles

Punto de ebullicidn inicial e intervalo de ebullicidn Mo hay datos disponibles

Punto de inflamacién : Mo hay datos disponibles Extracto de carne de vacuno
Tasa de evaporacion No hay datos disponibles

Inflamabilidad (s6lido, gas) : No hay datos disponibles Peptona
Limites superiorfinferior de inflamakilidad o explosividad : Mo hay datos disponibles

Presidn de vapor No hay datos disponibles

Densidad de vapor No hay datos disponibles NaCl
Densidad relativa No hay datos disponibles

Solubilidad en agua No hay datos disponibles

Coefickents de reparto: n-octanolfagua No hay datos disponibles

Temperatura de autodgnicidn No hay datos disponibles

Temperatura de descomposkcidn Mo hay datos disponibles

Viscosidad No hay datos disponibles

Propledades explosivas No hay datos disponibles

Propledades oxidantes No hay datos disponibles

Otra Informacidn de seguridad No hay datos disponibles

Para 100 ml
03g
059

05g
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Anexo 2. Preparacion de sustrato 2.1.1 (tierra de montafia, arena y turba) y desinfeccion

Anexo 3. Llenado de fundas y aplicacion de estrés salino (100 mol/m3 de cloruro de sodio (NaCl) hasta

Ilegar a una conductividad de 2,29 dS/m

Anexo 4. Activacién y contabilizacion de UFC de cada microorganismo (Pseudomonas, Azospirillum,

Azotobacter)
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Anexo 5. Siembra de plantulas de lechuga (Lactuca sativa), inoculacion de microorganismos y
sumersion de plantulas de lechuga en acido salicilico.
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Anexo 6. Etiquetado de hojas y medicion de variables
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Anexo 9. Determinacién de peso seco
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CERTIFICADO DE TRADUCCION

Lic.
Nathaly Antonela Ramén Maldonado
Licenciada en Pedagogia del Idioma Ingles

CERTIFICO:

En mi calidad de traductora del idioma inglés, a través de la Certificacion de conocimiento
de inglés, nivel B2, certifico que el documento aqui compuesto es ficl traduccidn del
idioma espafiol al idioma ingles del resumen (Abstract) del Trabajo de Titulacién:
“Efecto de microorganismos rizosféricos y dcido salicilico sobre el crecimiento,
desarrollo y rendimiento de lechuga bajo condiciones de estrés”; de la autoria de
Erika Xiomara Gomez Montalvan con Cl: 1105672099, egresada de la carrera de
Ingenieria Agrondmica de la Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales
Renovables de la Universidad Nacional De Loja.

En cuanto puedo certificar en honor a la verdad, facultando a la interesada, sefiorita
Erika Xiomara Gémez Montalvin, hacer usos del presente, segin estime conveniente.

Atentamente:

INathaly Maldonado
'\ LICENCADA EN PEDAGOGIA
~\_ DEL IDIOMA INGLES

~

Lic. Nathaly Antonela Ramén Maldonado
Licenciada en Pedagogia del Idioma Ingles

42



43



