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Resumen

Se realizaron dos experimentos en forma simultdnea con el objetivo de evaluar el efecto
de la inoculacién de cuatro aislamientos de Bacillus cereus: BF-98, SER-23, B-71 vy
SER-217, sobre el crecimiento y el contenido de nitrégeno (N) de plantulas de banano
en condiciones de invernadero. Se realizaron tres inoculaciones cada 21 dias de los
aislamientos. Como planta indicadora se utilizé plantulas de banano (Musa AAA
variedad Gran Enano) a las cuales se les fertiliz6 con cuatro dosis de nitrégeno de
forma semanal. Se utilizé un disefio de parcela dividida, donde la parcela principal
estuvo conformada por cuatro niveles de N: 0, 33, 66 y 100% de la dosis; y la parcela
pequefia por los aislamientos bacterianos y el testigo. Se midieron las variables altura
de planta, contenido de clorofila, el area foliar de la tercera hoja, peso fresco y seco de
raices, cormo, pseudotallo y hojas, asi como el contenido de nitrdgeno en cada 6rgano.
El experimento N°1 se realizé en un suelo proveniente de la zona ubicada al este del
rio Reventazon. El experimento N°2 utilizé un suelo proveniente de la zona ubicada en
el oeste del rio Reventazén. Para la zona este, el mayor peso seco total se alcanzé en
la aplicacién de SER-23, mientras que para SER-23 y BF-98 se observo el incremento
del Zn en pseudotallos y hojas (P<0,0313) y el incremento en el contenido de Ky S en
los pseudotallos (P<0,0126, P<0,0386 respectivamente). En la zona oeste, con la cepa
BF-98 se presentd el aumento del peso seco total y se observdé el aumento del
contenido de K (P<0,0190) en los pseudotallos. En los aislamientos BF-98 y SER-23
para ambas zonas ocurrié un aumento significativo del contenido de nitrégeno en los
organos evaluados. El uso de una dosis mayor al 33% de nitrégeno y el tipo de suelo,
afecto6 la capacidad de las bacterias de incrementar la concentracién de los nutrientes
en los pseudotallos y hojas. Se concluye que la inoculacién de los aislamientos SER-
23 y BF-98 estimulé el aumento de la biomasa y contenido de N, K, Zny S en las
plantas de banano, este incremento dependié de la disponibilidad de nitrégeno y el tipo
de suelo.

Palabras claves

Bacterias; promocién de crecimiento; banano; absorcidon de elementos; nutricidon
alternativa.



Abstract

Two experiments were carried out simultaneously with the objective of evaluating the
effect of the inoculation of four isolates of Bacillus cereus: BF-98, SER-23, B-71 and
SER-217, on growth and nitrogen content (N) of banana seedlings under greenhouse
conditions. Three inoculations of the isolates were made every 21 days. Banana
seedlings (Musa AAA variety Gran Enano) were used as indicator plants, which were
fertilized with four doses of nitrogen weekly. A split plot design was used, where the
main plot was made up of four levels of N: 0, 33, 66, 100% of the dose; and the small
plot for the bacterial isolates and the control. The variables plant height, chlorophyll
content, leaf area of the third leaf and dry weight of roots, corm, pseudostem and leaves,
as well as the nitrogen content in each organ, were measured. Experiment No. 1 was
carried out on soil from the area located east of the Reventazon river. Experiment No.
2 used soil from the area located to the west of the Reventazoén river. For the eastern
zone, the highest total dry weight was reached in the application of SER-23, while for
SER-23 and BF-98 the increase of Zn in pseudostems and leaves was observed
(P=<0.0313) and the increase in the content of K and S in the pseudostems (P<0.0126,
P<0.0386 respectively). In the western zone, in strain BF-98, the increase in total dry
weight was determined and the increase in K content (P<0.0190) in the pseudostems
was observed. In isolates BF-98 and SER-23, for both zones, a significant increase in
nitrogen content occurred in the evaluated organs. A dose greater than 33% of nitrogen
and the type of soil affected the ability of the bacteria to increase the concentration of
nutrients in the pseudostems and leaves. It is concluded that the inoculation of the
isolates SER-23 and BF-98 stimulated the increase in biomass and content of N, K, Zn
and S in banana plants, this increase depended on the availability of nitrogen and the
type of soil.

Keywords

bacteria; growth promotion; banana; absorption of elements; alternative nutrition.



1. Introduccioén
1.1 El objeto de estudio:

En la actualidad existe una constante preocupacion por el cambio climético y el
impacto de nuestras acciones sobre el planeta. Un ejemplo de esto es la agricultura la cual
utiliza agroquimicos para la produccion de alimentos y el manejo de: plagas, enfermedades,
arvenses y la nutricién del cultivo. En muchos paises, la mayor fuente de contaminacion del
agua es la agricultura no las ciudades o la industria. A nivel mundial el contaminante quimico
méas comun en los acuiferos subterraneos son los nitratos procedentes de la actividad

agricola (Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, 2018).

Algunas bacterias que viven en la rizosfera tienen propiedades como la fijacion
biolégica de nitrégeno y la promocion de crecimiento. Se considera que la utilizacion de
estas bacterias puede ser una opcion viable para disminuir el uso de agroquimicos los
cuales tienen un efecto sobre el ambiente y la inocuidad de los alimentos y agua (Chauhan
et al., 2015).

El uso de estas bacterias en el cultivo de banano (Musa AAA) ha sido poco
estudiado. Su utilizacién podria permitir la reduccion en la aplicacion de insumos sintéticos
y fertilizantes. El reducir el uso de estos insumos y de forma paralela, sus efectos en el
ambiente se considera un efecto positivo en el mediano y largo plazo. Para esta
investigacion se ha definido como objeto de estudio, evaluar el efecto de la aplicacién de
cuatro aislamientos de Bacillus cereus sobre el crecimiento de plantas de banano en

condiciones controladas.
1.2 Las preguntas de investigacion:

Las preguntas de la investigacion nos permiten realizar el planteamiento del
problema que se va a estudiar, acercarnos al objeto de estudio y mantener el enfoque en
él. Su construccién y desarrollo nos permite resolver las inquietudes que lo comprenden
facilitando su estudio al dividirlo en diferentes etapas. A continuacion, se enuncia la primera

pregunta:

A. ¢La aplicacion de los aislamientos de Bacillus cereus SER-217, SER-23, B-71, BF-98

causan algun impacto sobre el crecimiento de plantas de banano (Musa AAA)?

La respuesta a la primera pregunta nos permite determinar si los aislamientos

bacterianos utilizados pueden promover el desarrollo de las plantas en etapas iniciales de

1



crecimiento. El determinar la capacidad de los aislamientos para mejorar el crecimiento,
hace a esta pregunta la mas importante de todas. Al mismo tiempo permite avanzar hacia
la siguiente etapa en la investigacion al facilitar el desarrollo de las siguientes preguntas.

La segunda pregunta se muestra a continuacion:

B. ¢ Variaciones en la condicién del sustrato de crecimiento para el establecimiento de los
aislamientos de B. cereus tales como el contenido de nitrégeno disponible o las condiciones
quimicas, fisicas del suelo, afectan la expresion o la actividad de las cepas SER-217, SER-
23, B-71, BF-98?

La informacion generada durante el desarrollo de investigacion permite determinar
si variables previamente contempladas son también factores determinantes para las
propiedades de los aislamientos estudiados. La pregunta dos permite responder la hip6tesis
sobre la afectacion de la capacidad de las bacterias para promocionar el crecimiento como
consecuencia de la disponibilidad de nitrégeno en el medio de crecimiento. No se tiene
informacién sobre el efecto que puedan causar pequefias variaciones en la condicion
quimica o la textura del suelo sobre los aislamientos. Los datos generados permiten

desarrollar la informacion necesaria para responder estas interrogantes.

La tercera pregunta se presenta a continuacion:

C-¢La aplicacion de los aislamientos SER-217, SER-23, B-71, BF-98 puede afectar la

absorcion de nutrientes como fésforo, potasio, azufre y zinc en las plantas de banano?

La ultima de las preguntas es realizada sobre la evidencia de que aislamientos
bacterianos pueden promover la absorcién de elementos. Se ha reportado en otros cultivos
la capacidad de aumentar la absorcion de elementos como azufre, fésforo, zinc y potasio
estos asociados a la fraccidon organica del suelo. Poder comprobar este efecto de los
aislamientos estudiados podria significar un aporte complementario a la nutricion. Al ser
capaz la bacteria de solubilizar nutrientes fijados, se traduce a largo plazo en un aporte de
nutrientes y un considerable ahorro de dinero. Esto cobra importante ante la escasez de

fertilizantes que sufre el mundo producto del conflicto entre Rusia y Ucrania.

Las hipétesis son respuestas tentativas al problema investigado y a las preguntas
de la investigacion. A través de ellas surgen las primeras respuestas ante las preguntas de
la investigacion. Como hipotesis de la investigacion se propuso: “Los aislamientos
bacterianos SER-217, SER-23, B-71, BF-98 del género B. cereus en condiciones

controladas tienen la capacidad de ser utilizadas como bacterias promotoras del



crecimiento de plantas de banano (Musa AAA) siendo una alternativa para disminuir el
aporte de fertilizante nitrogenado al cultivo y proveer al suelo microorganismos benéficos y

diversidad de organismos”.

1.3 Marco teoérico

1.3.1 La sostenibilidad de nuestro mundo

Hoy en dia, la sostenibilidad de nuestras actividades debe ser la principal de
nuestras preocupaciones y de nuestras obligaciones. Lentamente se estd creando una
conciencia colectiva sobre los efectos de nuestras acciones en el ambiente y sus
consecuencias en el largo plazo. El proceso para lograr el cambio ha iniciado y el presente
trabajo de investigacion es un ejemplo de tecnologias existentes que se deberan incorporar

en las actividades que realizamos a diario.

La sostenibilidad involucra varias dimensiones que dada su codependencia en
ocasiones es dificil separarlas. Por ejemplo, la afectacion de los servicios ecosistémicos
incluye asuntos como la inocuidad del agua dulce, la contaminacién del aire y del suelo, asi
como la salud y calidad de este. Paralelamente a estas cuestiones surge la preocupacion
por otros temas relacionados como la contaminacion de los mares y la afectacion de la vida

acudtica, la inocuidad de los alimentos y seguridad alimentaria.

Estos asuntos estan vinculados directamente con la salud de la humanidad siendo
evidente que no se puede lograr crecimiento econdmico y social sin sostenibilidad. Unida a
esta, la otra gran preocupacion es el cambio climatico y las implicaciones que este causara
alterando los niveles de los océanos y provocando fendmenos climaticos extremos. Es claro
que solo trabajando juntos los paises y sus sociedades se puede lograr un nuevo camino

para lograr un bien comudn y evitar las desigualdades (Naciones Unidas, 2023).

Al mismo tiempo que el ambiente mantiene gran relevancia para la ciencia, la
necesidad de alimentar a una poblacién cada vez mas creciente contindia siendo uno de los
objetivos globales pendientes de lograr. Los conflictos armados, el cambio climatico y las
crisis econdémicas son los responsables del hambre severa de 135 millones de personas en
paises vulnerables a sufrir escasez de alimentos (Naciones Unidas, 2023). La tecnologia

actual debe buscar alternativas para la produccion eficiente de alimentos.



1.3.2 La produccion de alimentos y la agricultura actual

Las tendencias de crecimiento de la poblacion mundial predicen que esta seguira
en aumento y alcanzara una suma de 10 mil millones de personas para el afio 2050 (Suzuki,
2019). Esto significard un enorme desafio para la agricultura la cual tendra que proveer de
alimentos a una poblacion en constante crecimiento. Para alimentar a una poblacién de 9
mil millones de personas, la produccién de alimentos debera incrementarse entre los afios
2020 y 2050 en un 70% (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién, 2009).

La produccion de alimentos no crecerd a un ritmo que permita satisfacer la creciente
demanda poblacional. Siendo la bisqueda de nuevas tierras y la disponibilidad de agua
factores fundamentales para lograr este aumento, la demanda de nuevas areas de
produccién supondra una mayor presion sobre los sistemas agroambientales. Sin embargo,
las tierras disponibles no son las mas aptas para alcanzar esta produccién (Organizacion

de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, 2009).

El aumento de los rendimientos en los sistemas agricolas en los paises en desarrollo
alcanzado en las décadas sesenta y setenta se basé en la modificacién del ambiente de
manera que se crearan mejores condiciones para la agricultura y la ganaderia que las
condiciones existentes. Ejemplo de esto son: el regadio, la aplicacion constante de sales
concentradas fertilizantes, el empleo de agroquimicos para el control de plagas y arvenses,
el uso de vacunas y medicamentos, la mecanizacion del suelo, la utilizaciéon de
combustibles fosiles y variedades mejoradas genéticamente. Este cambio en la manera de
explotar los sistemas agroalimentarios es conocido como Revolucion Verde (Organizacion

de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, 1996).

La agricultura intensiva creada por la Revolucién Verde puede causar impactos en
el ambiente, ejemplo de esto es la aplicacion de fertilizantes de origen sintético los cuales
pueden acidificar el suelo, ocasionar la pérdida o lavado de nutrientes como calcio,
magnesio, el incremento de nitratos los cuales son contaminantes de las fuentes de agua,
especialmente en los pozos de extracciéon para consumo humano (Altieri et al., 2015;
Khatoon et al., 2020; Nicholls et al., 2017). La aplicacion de fertilizantes nitrogenados causa
la liberacién de 6xido nitroso, un gas cuya capacidad de absorber y emitir radiacion infrarroja

es 300 veces mayor que el diéxido de carbono equivalente, lo que corresponde con el 6,2%



del total de emisiones gases efecto invernadero (Ministerio de Agricultura, Alimentacion y
Medio Ambiente, 2015).

El incremento de los rendimientos productivos necesarios para satisfacer las
necesidades de alimento para las préximas generaciones no puede estar basado en las
técnicas de produccién en las que esta fundamentada la revolucion verde. La agricultura
moderna debe basarse en técnicas e insumos que sean sostenibles y que disminuyan el

impacto de las actividades que realizan los sistemas agricolas.
1.3.3 El género Musay sus muchas especies

Las especies que comunmente conocemos como platanos y bananos se
clasifican en el orden Zingiberales, familia Musaceae la cual incluye tres géneros
(Musa, Ensete, Musella) (Martinez et al., 2012). Una significativa cantidad de especies
gue pertenecen al género Musa conforman la base de la alimentacion de una gran
cantidad de personas en diversos paises convirtiendo a este cultivo en uno de los mas
importantes en el trépico y subtrépico (Sun et al., 2018). Ejemplo de esto es el comercio
mundial de banano (Musa AAA) sin incluir al platano, que alcanz6 segun estimaciones 18,1
millones de toneladas en el afio 2017 (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién, 2018).

1.3.4 El cultivo de banano en Costa Rica

La historia de este cultivo en Costa Rica inicia con la construccion del ferrocarril. La
idea original de la construccién fue crear una via de comunicacién que permitiera el
transporte del café producido en el valle central hacia el puerto de Limon. Sin embargo, la
cosecha de café es estacional y el ferrocarril debia emplearse en el traslado de otros
productos durante el periodo en el cual no ocurria cosecha de este. La produccién de
banano inicia cerca del afio de 1872, las tierras de cultivo fueron dadas a la compafia
constructora del ferrocarril como pago por la obra. Asi es como las primeras plantaciones

nacen en los terrenos contiguos a la linea del tren (Soto, 2014).

La implementacion de los principios de la revoluciéon verde permitié que el pais
mantuviera durante muchos afios los mayores rendimientos del continente por superficie
de siembra (Soto, 2014). En la actualidad la comercializacion de esta fruta en el sector de
exportaciones representa divisas por mas de USD $900 millones de dolares anuales siendo
el primer lugar del producto interno bruto agricola del pais generando 42 mil empleos

directos. La industria del banano representa el principal ingreso econémico para casi 400
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mil personas que estan relacionadas de una u otra forma a esta actividad econ6mica

(Corporacién Bananera Nacional, 2021).
1.3.5 Las amenazas sobre la produccion de bananos

El modelo actual de produccion de alimentos esta puesto a prueba. La informacion
sobre los efectos en el ambiente, la salud humana, el cambio climatico, la seguridad
alimentaria es una advertencia sobre la necesidad de cambios o0 ajustes importantes. El
compromiso de disminuir nuestros impactos en el ambiente hace que exista una necesidad

cada vez mayor de transformacion de los sistemas agroalimentarios actuales.

La difusion de informaciones que relacionan sustancias utilizadas en la agricultura
con efectos nocivos sobre la salud humana o de especies como las abejas, es cada vez
mas comun. Muchos de estos ingredientes activos poseen un periodo prolongado de uso,
siendo su persistencia y consecuencias en el ambiente desconocidos. Esto ha provocado
la preocupacion por la inocuidad de los alimentos, causando la accion por parte de algunos
gobiernos e instituciones vinculadas. Prueba de esto, es la discusién actual de una iniciativa
conocida como “del campo al tenedor”, por parte del Pacto Verde de la Unién Europea el
cual tiene como objetivo disminuir en un 50% el uso de agroquimicos y fertilizantes
(Comisién Europea, 2023; Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion, 2021; United States International Trade Commission, 2020). La finalidad de

esta iniciativa es limitar el acceso de productos que incumplan esta condicion.

En relacion con este tema, el cultivo de banano aplica mas de 300 kg ha afio? de
nitrégeno como fertilizante, cuya eficiencia en los tropicos es cercana al 50% (Robinson, &
Galan Sauco, 2012). La iniciativa europea representa la disminucion del 50% en el uso de
estos fertilizantes, la deficiencia de este nutriente provocaria la disminucién de los
rendimientos del cultivo. Existe una inquietud creciente ya que no se cuenta con alternativas
de sustitucién que permitan mantener niveles productivos similares y que no causen el

aumento de los costos de operacion.

Situacion similar sucede con los limites maximos de residuos (Imr) de plaguicidas,
el comité del Codex sobre residuos de plaguicidas (CCPR por sus siglas en inglés)
mantienen una revision constante de ingredientes activos ya sea por periodo de tiempo o
por ser compuestos de preocupacion a la salud. Muchos de estos ingredientes activos estan
cerca de su salida o tienen bajos Imr (Organizacion de las Naciones Unidas para la

Alimentacién y la Agricultura, 2023).



Para el cultivo a nivel nacional existen una serie de amenazas tales como:
produccién irregular, alteraciones en la calidad del fruto, nuevas plagas, el ingreso de
enfermedades exdticas, altos costos productivos y barreras no arancelarias. En este sentido
el manejo intensivo que se implementa no parece estar disminuyendo la incidencia de estas
amenazas. Por el contrario, la aplicacién constante de agroquimicos podria favorecer o

acelerar la incidencia de algunas de estas amenazas.

En correspondencia con lo indicado, la mayoria de las fincas para mantener un
control aceptable de las poblaciones del nematodo barrenador (Radopholus similis) y el
picudo negro (Cosmopolites sordidus) requiere de la aplicacion regular de nematicidas —
insecticidas quimicos. Otro ejemplo es el control de enfermedades fungosas como la
Sigatoka negra (Pseudocercospora fijiensis) necesitando del uso constante de fungicidas.

A pesar de este esfuerzo esta epifitia mantiene una coexistencia permanente.

Algunos autores (Pattison et al., 2005; Rosales et al., 2007; Segura et al., 2015) han
citado a las técnicas de produccion de la revolucion Verde tales como la utilizacion
constante de agroquimicos, la fertilizacion intensiva, la alta densidad de plantas y la
ausencia de cobertura del suelo como factores que afectan la salud y la calidad de los
suelos. Esta afectacion ocurre en un plazo relativamente corto para las actividades

humanas causando el deterioro del suelo y la sostenibilidad de los servicios que estos

prestan provocando el decline progresivo de la produccion y la resiliencia del cultivo.

En acuerdo con esta afirmacién en el Caribe de Costa Rica se relaciond la
abundancia de raiz funcional de las plantas y la productividad medida como la cantidad de
cajas de fruta (peso de caja 18,14 kg) por area de siembra. Se determiné que al ocurrir una
disminucién de 10 gramos de raiz funcional se presentaba un descenso en la productividad
de 88,5 cajas ha! afio? (Serrano, 2005). Esto permitié concluir que las condiciones de
suelo (acidificacion, drenaje, erosion, manejo nutricional, microbiota, entre otros) afectan la
raiz del cultivo lo cual disminuye su capacidad para mantener altos rendimientos

productivos.

Continuando con las amenazas que enfrenta el productor de banano en Costa Rica
se encuentra la dependencia casi total de la importacion de insumos. Practicamente la
totalidad de los agroquimicos empleados para el control de plagas insectiles, enfermedades
fungosas, control quimico de nematodos y la nutricion del cultivo se realiza por materias
primas importados. Esto hace que el sector bananero sea dependiente del mercado

internacional en cuanto a precio, disponibilidad e inventarios. Los periodos de inestabilidad
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econémica mundial como la crisis inmobiliaria del afio 2009, la pandemia de COVID -19 y
recientemente la guerra de Ucrania-Rusia del afio 2022, impactaron al sector con mayores
costos de transporte, la escasez de materias primas, siendo los fertilizantes uno de los
insumos con mayor aumento. Esto significo el crecimiento inmediato de los costos
productivos y causo la afectacion y deterioro en la calidad y atencion de las fincas (Voegele,
2022, Banco Mundial 2023).

La produccion mundial de alimentos presenta varias limitaciones para poder lograr
el aumento de los rendimientos y asi satisfacer la demanda de alimentos ante el aumento
de la poblacién. De igual forma, los cultivos en general y el caso de la produccién de
bananos de consumo fresco se encuentran amenazados por los métodos actuales de
produccion los cuales en el largo plazo afectan la capacidad de los suelos para brindar los

servicios ecosistémicos.

A nivel internacional existe un mayor compromiso para la produccion de alimentos
utilizando tecnologias mas amigables con el ambiente. La legislacién actual se moviliza
hacia la compensacién de la huella de carbono, los abonos verdes y las alternativas a los

insumos sintéticos utilizados en la produccion de alimentos.

En el caso del cultivo comercial de bananos las acciones futuras deben permitir la
disminucion en la utilizacion de fertilizantes convencionales tomando en cuenta los retos
del cultivo para la disminucion de la afectacion sobre el suelo, la inocuidad de los procesos,
la salud de los consumidores, la proteccion de los aplicadores de insumos, la sostenibilidad

de la actividad, adaptacion a la variacién climatica y el acceso a mercados.

1.4 Bacterias promotoras de crecimiento (BPCV)

La rizosfera esta definida como una delgada porcion de suelo que rodea a las raices
de la planta. Esta zona es rica en nutrientes gracias a la exudacion radical, siendo una zona
de intensa actividad microbial . Esta microbiota, muestra un vinculo cercano entre si y con
la raiz, mediante la emisién de metabolitos, la biodisponibilidad de nutrientes 0 mediante la

fijacion bioldgica de nitrégeno (Chauhan et al., 2015).

Algunas de estas bacterias han demostrado su capacidad para promover el
crecimiento vegetal en diferentes cultivos gracias a la sintesis de pequefias cantidades de
fitohormonas las cuales les concede resiliencia a condiciones de estrés por temperatura

extrema, déficit hidrico y cambio climatico (Kanwal et al., 2017; Wang & Li, 2019).



Las BPCV estan presentes en una gran cantidad en los suelos, ambientes y por
ende en las rizosferas de muchos cultivos. Algunas de las sustancias que sintetizan son
metabolitos como: antibibticos, sideroforos, fitohormonas, lipopolisacaridos y otras
sustancias relacionadas con el aumento de la productividad. Algunos de los géneros son:
Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes,
Arthobacter, Burkholderia, Pantoea, Bacillus, Serratia y Rhizobium (Méndez et al., 2018;
Wang & Li, 2019).

La capacidad de fijacién de nitrégeno por parte de las bacterias de vida libre ha sido
comprobada en multiples estudios en diversos cultivos como soja, trigo, cafia de azlcar y
una variedad de hortalizas (Ates & Kivang, 2020; Bakhshandeh et al., 2020; Basu et al.,
2017). Algunos géneros de estas BPCV pueden solubilizar macronutrientes del suelo tales
como potasio, fésforo, azufre y zinc a través de la emisién de &cidos organicos como citrato,
oxalato, acetato los cuales degradan la estructura cristalina de las arcillas volviendo
disponible los elementos (Khatoon et al., 2020).

La incorporacién de BPCV en la produccién de banano se considera una opcion
para disminuir parcialmente la utilizacion de fertilizantes nitrogenados de origen sintético.
Esto volveria al cultivo mas resiliente desde el punto de vista de adaptacion a los cambios
ocasionados en el ambiente, disminuyendo su dependencia de insumos importados. Al
utilizar insumos sostenibles y mejorar la inocuidad la aceptacion de la fruta en el mercado

internacional aumentaria (Mekonnen & Kibret, 2021).
1.5 Antecedentes

La Corporacién Bananera Nacional (CORBANA) realizé una prospeccion en la cual
estableci6 una coleccion de 323 aislamientos (Rodriguez, 2014). Para su estudio se
utilizaron 19 caracteristicas morfologicas, lo que permitié reunir en 20 grupos estos
candidatos con 89,2% de similitud. El objetivo de este estudio fue obtener candidatos
(aislamientos) con efecto antagonico / supresivo, sobre el nematodo Radopholus similis en
condiciones de invernadero. Entre los resultados se obtuvo un grupo de aislamientos que
mejord el crecimiento de las plantas (P< 0,05) y el peso fresco de la raiz. Este trabajo
pionero sirve de base para seleccionar candidatos con mayores probabilidades de tener las
caracteristicas deseables para ser utilizados como bacterias promotoras de crecimiento, de

este proyecto se obtuvieron los aislamientos a utilizar.



1.6 Marco Metodologico

Existe escasa informacion sobre la utilizacion de B. cereus en el cultivo de banano.
Las investigaciones relacionadas con el uso de BPCV son desarrolladas principalmente en
cultivos anuales (hortalizas) provenientes de paises del subtropico. Segun Singh et al.,
(2020) las especies de Bacillus fijadoras de nitrégeno tienen el potencial de usarse como

biofertilizante microbiano y biocontroladores en la agricultura.

Para el disefio de los experimentos se utilizé parte de la metodologia utilizada por
Baset Mia, Shamsuddin, Wahab, et al. (2010). Se modificé el sustrato estéril por suelo
representativo de las zonas de produccion (este y oeste) asi como las dosis de elementos
aplicadas ya que se empled un cultivar diferente. Las variables descriptoras para evaluar el

crecimiento fueron similares a las utilizadas en dicho estudio.

El trabajo utilizado para esta investigacion es de tipo cuantitativo, esto debido a que
los objetivos planteados tuvieron como fin determinar el efecto sobre una poblacion de
individuos y para esto se utilizaron un grupo de variables descriptoras del crecimiento de
estos individuos. El ambiente se mantuvo controlado para permitir aislar el efecto de

causado por los objetos de estudio.

Debido a que se plante6 un experimento para estudiar el efecto de aislamientos de
B. cereus se debid realizar un disefio experimental que permitiera dar respuesta a la
hipétesis y a las preguntas de la investigacion formuladas. El disefio significé la realizacion
de dos experimentos independientes en los cuales se midieron las variables de interés. El
disefio que permitia evaluar los objetivos propuestos fue el de parcela dividida para esto se
introdujo una parcela grande en la cual se evalué el efecto de la variable independiente y

en la parcela pequefa a la variable dependiente.

El objetivo general del trabajo de graduacion fue estudiar los efectos causados a la
plantula de banano (Musa AAA) luego de la aplicacion de diferentes aislamientos de B.
cereus. Con este marco de referencia se define como unidad de analisis o estudio a la
planta de banano y la poblacion que ella conforma dentro del cada uno de los tratamientos
evaluados. La toma de los datos se realiz6 segun la variable a evaluar y un calendario de
actividades predefinidas. El experimento tiene por objetivo, la evaluacion del efecto de una

serie de variables independientes sobre la variable dependiente o aislamiento.

10



La recoleccion de datos consistié es un muestreo de la totalidad de la poblacion a la
que fue aplicado los efectos de las variables tanto independientes como las dependientes.
Durante la evaluacion las variables o condiciones atmosféricas se mantuvieron
homogéneas para asegurar que la variacion en el crecimiento alcanzada al final del periodo
de evaluacion fuera una consecuencia de los efectos inducidos en cada tratamiento

evaluado.

2. Objetivos
2.1 Objetivo General

El objetivo general comprende el anuncio de lo que se va a investigar, lo que se
procura realizar durante el proceso de investigacion. El anunciado debe ser claro y debe
indicar parte de las acciones o variables a que se van a estudiar durante el proceso de
investigacion. El objetivo general del presente proyecto fue “Evaluar la capacidad de
aislamientos de Bacillus cereus: SER-217, SER-23, B71, BF-98 para disminuir el aporte de
fertilizante nitrogenado y mejorar el crecimiento de plantas de banano (Musa AAA) bajo

condiciones de ambiente protegido”.

2.2 Objetivos Especificos

1. Establecer la capacidad de los aislamientos SER-217, SER-23, B71-A, BF-98 para
promover la produccion de biomasa de plantas de banano (Musa AAA), en dos
suelos de diferente fertilidad, bajo condiciones de ambiente protegido.

2. Evaluar si la disponibilidad de nitrégeno en el suelo afecta la facultad de los
aislamientos SER-217, SER-23, B71, BF-98 de mejorar el crecimiento de plantas de
banano.

3. Analizar los cambios en el contenido de elementos en el tejido foliar de plantas de
banano como una consecuencia de aplicaciéon de los aislamientos SER-217, SER-
23, B-71A, BF-98.

3. Sintesis

Articulo 1

Esta seccion permite dar respuesta al primer y segundo objetivos propuestos. El
primer objetivo es quizas el mas importante de cumplir ya que permite responder la
interrogante sobre la capacidad de los aislamientos para mejorar el crecimiento de las

plantas de banano.
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Durante esta etapa se determiné el efecto de la inoculacion de cuatro aislamientos
de B. cereus, sobre cinco variables de vigor: altura de planta, area foliar, contenido de
clorofila, peso himedo y seco de las plantas. Esta evaluacion permitié encontrar diferencias

en el peso seco total de las plantas.

Este capitulo permiti6 completar también el segundo objetivo especifico. Esto se
logro al determinar que una mayor disponibilidad de nitrdgeno en el medio de crecimiento
afectd la capacidad de los aislamientos estudiados para mejorar el crecimiento. Este

elemento demostré ser determinante para inhibir las propiedades de las bacterias.

Por dltimo, se comprueba que dos cepas tienen la capacidad de aumentar la
concentracion de nitrégeno en los diferentes 6rganos de la planta. De esta manera se
confirman dos efectos ocasionados por estos aislamientos bacterianos a saber,

estimulacion de crecimiento y una mayor absorcion de nitrégeno.

Este primer articulo fue publicado en la revista Agronomia Mesoamericana volumen
33(3): Articulo 49614, 2022, la cual pertenece a la Universidad de Costa Rica. Se cuenta

con la aprobacion por parte de la revista para incluir este articulo en el documento de tesis.

Articulo 2

En esta seccion se da seguimiento a los aislamientos que mostraron la capacidad
de promover el crecimiento y el contenido de nitrégeno en las plantas de banano. Se evalué
el efecto de estos aislamientos sobre el contenido de los nutrientes potasio (K), fosforo (P),
azufre (S) y zinc (Zn) en los pseudotallos y hojas de las plantas. Estos elementos han sido
reportados en diferentes investigaciones como nutrientes que son solubilizados a partir del
suelo y puestos a disposicion de las raices por accion de las BPCV mejorando su absorcion

y aumentando el contenido en las plantas.

Los aislamientos BF-98 y SER-23 aumentaron el contenido de zinc en hojas vy
pseudotallos y el contenido de azufre en los pseudotallos en las plantas sembradas en el
suelo proveniente de la zona este. Este resultado no se observd en las plantas que
crecieron en el suelo del oeste. El aumento gradual en el aporte de nitrégeno causé la

inhibicion de los aislamientos.

Este segundo articulo no ha sido sometido a un comité editorial de revista, esta

gestién Se encuentra en proceso.
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Conclusion

Dos aislamientos demostraron capacidades de promover el crecimiento.
Paralelamente se logré6 comprobar el aumento en el contenido de nitrégeno, azufre, zinc y
potasio en diferentes 6rganos de las plantas de banano producto de la inoculacion de estas
cepas. La ejecucion de las actividades y los resultados alcanzados permitieron responder
tanto los objetivos especificos, como el objetivo general. Los aislamientos necesitaron un

ambiente en condiciones de déficit de nitrégeno para lograr esto efectos.

4. Articulo 1

Aislamientos de Bacillus cereus sobre el crecimiento y el contenido de nitrégeno en
banano (Musa AAA)1

Bacillus cereus isolates on the growth and nitrogen content of banana (Musa AAA)

Rodya M. Ortega Bonilla?, Pedro Torres Asuaje?, Rafael Segura Mena?, Fabian Echeverria
Beirute®, Lidieth Uribe Lorio*

Resumen
Introduccién. Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) podrian ser
utilizadas como una fuente alternativa al uso de fertilizantes nitrogenados convencionales
en el cultivo de banano (Musa AAA). Es necesario la busqueda de bacterias adaptadas a
las condiciones de los suelos de Costa Rica y del cultivo del banano. Objetivo. Evaluar el
efecto de la inoculacion de cuatro aislamientos de Bacillus cereus sobre el crecimiento y el
contenido de nitrogeno (N) de plantulas de banano en condiciones de invernadero.

Materiales y métodos. Se realizaron dos experimentos de forma simultanea en el periodo
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de abril — septiembre 2020 en el Centro de Investigaciones de CORBANA, La Rita, Limon,
Costa Rica. Cuatro aislamientos de B. cereus inoculados en plantas de banano (Musa AAA)
a las cuales se les fertiliz6 con cuatro dosis de nitrégeno de forma semanal. El disefio
consistié en parcelas divididas, donde la parcela principal estuvo conformada por cuatro
niveles de N: 0, 33, 66, 100 % de la dosis; y la parcela pequefia por los aislamientos
bacterianos y el testigo. Se midieron las variables altura de planta, contenido de clorofila,
el area foliar de la tercera hoja, peso fresco y seco de raices, cormo, pseudotallo y hojas,
asi como el contenido de nitrégeno en cada 6rgano. Resultados. El Experimento N° 1: Las
plantas inoculadas con el aislamiento SER-23 presentaron el mayor peso seco total.
Experimento N° 2: El mayor peso seco total se observo en las plantulas inoculadas con el
aislamiento BF-98. La aplicacion de las bacterias SER-23 y BF-98 aumento
significativamente el contenido de nitrbgeno en todos los o6rganos evaluados.
Conclusiones. La inoculacién de los aislamientos SER-23 y BF-98 estimul6 el aumento de
la biomasa y contenido de nitrégeno en las plantas de banano, este incremento dependié

de la disponibilidad de nitrégeno y el tipo de suelo.

Palabras clave: bacterias promotoras de crecimiento, fijacién biolégica de nitrégeno,

aumento de crecimiento, nutricién alternativa.
Abstract

Introduction. The use of growth-promoting rhizobacteria (RPC) in banana cultivation (Musa
AAA) has become increasingly necessary in the face of the challenges posed by climate
change and the search for sustainability. The application of isolates adapted to the soil
conditions of Costa Rica in the banana crop (Musa AAA) could improve yields and reduce
the use of synthetic agricultural inputs. Objective. To evaluate the effect of the inoculation
of four Bacillus cereus isolates on the growth and nitrogen content of banana seedlings
under greenhouse conditions. Materials and methods. Two experiments were carried out
simultaneously in the period April - September 2020 at the CORBANA Research Center, La
Rita, Limén, Costa Rica. Four isolates of B. cereus were inoculated in banana plants (Musa
AAA). Four doses of nitrogen were applied to the plants weekly. The design consisted of
divided plots, where the main plot consisted of four levels of N: 0, 33, 66, 100% of the dose;
and the small plot for the bacterial isolates and the control. The variables plant height,
chlorophyll content, leaf area of the third leaf, fresh and dry weight of roots, corm,
pseudostem and leaves, as well as nitrogen content in each organ were measured. Results.

Experiment No. 1: Isolation SER-23 obtained the highest total dry weight. Experiment No.
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2: The highest total dry weight was for the BF-98 isolate. The application of the bacteria
SER-23 and BF-98 significantly increased the nitrogen content in all the organs evaluated.
Conclusions. The inoculation of isolates SER-23 and BF-98 caused an increase in biomass
and nitrogen content in banana plants, this increase depended on the availability of nitrogen

and the type of soil.

Keywords: plant growth promoting bacteria, biological nitrogen fixation, growth

enhancement, alternative nutrition.

Introduccion

Se estima que para el afio 2050 la poblacion mundial llegara a 9 700 millones de
personas (Naciones Unidas, 2020). Debido a lo anterior, habra una mayor demanda de
materias primas y alimento que requerira un manejo mas eficiente de los recursos utilizados
en la agricultura ademas de técnicas de produccién mas sostenibles.

Durante décadas, la Revolucibn Verde promovié un modelo de agricultura
dependiente de insumos (fertilizantes, insecticidas, herbicidas, plaguicidas). Dicho modelo
se estableci6 bajo un esquema de manejo intensivo para lograr altas producciones
(monocultivo, mejoramiento genético, regadio, altas densidades, entre otros). Este modelo
ocasiond el deterioro del agroecosistema, lo cual se reflejé en el incremento de plagas y
enfermedades mas resistentes a plaguicidas, convirtiéndose en un modelo de produccién
no sostenible (Altieri et al., 2015; Khatoon et al., 2020; Nicholls et al., 2017).

El uso prolongado de altas cantidades de fertilizantes nitrogenados amoniacales
provoca en el suelo el aumento de la acidez, pérdida y desbalance de bases y afecta su
calidad y salud, e impacta en la productividad del cultivo (Segura et al., 2015; Singh et al.,
2011). El uso intensivo de insumos ha provocado que los agroecosistemas bananeros sean
mas susceptibles a las condiciones ambientales adversas, aumenta la fluctuacion de los
costos productivos y hace el cultivo de esta fruta menos rentable (Gamez et al., 2019; Baset
Mia, Shamsuddin, Wahab, et al., 2010).

En la actualidad se estudia la capacidad de ciertas bacterias de la rizosfera
(rizobacterias) para suplir las necesidades nutricionales del cultivo de forma bioldgica,
estimular el sistema defensivo y promover crecimiento vegetal (Chauhan et al., 2015).
Algunos de los mecanismos implicados en la accion de estos agentes bioldgicos incluyen:

a- fijacion biolégica de nitrdgeno, b-produccién de sideréforos y antibibticos, c-
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solubilizacion de fésforo, zinc y azufre, d- aumento de la eficiencia de la absorcion de agua,
e- induccion de la resistencia sistémica ante fitopatégenos y f- produccion de fitohormonas
que inducen tolerancia al frio, sequia, salinidad y contaminacién (Khatoon et al., 2020;
Meena et al., 2017; Ruzzi & Aroca, 2015; Shameer & Prasad, 2018).

El género Bacillus es uno de los grupos mas estudiados por su gran abundancia en
una diversidad agrosistemas. Dichas bacterias son gram positivas, en forma de baston,
pueden ser aerobios obligados o facultativos y dan positivo a la prueba de catalasa. La
especie B. thuringiensis puede vivir en condiciones extremas y ser utilizada como
insecticida natural. Otras especies como B. megaterium, B. subtilis, B. cereus y B. genus
producen sideréforos, auxinas y amonio (Ferreira et al., 2019). Las especies B. megaterium
y B. mycoides han sido relacionados con la fijacion bioldgica de nitrégeno en cafia de azlcar
(Saccharum officinarum L.) (Singh et al., 2020).

La aplicacién de B. cereus en frijol mungo (Vigna mungo) en condiciones de
invernadero increment6 entre 47 y 85% el peso seco del tallo (Azeem et al., 2021) . La
utilizacién de un consorcio de B. cereus y P. moraviensis ocasion6 entre un 18 y 30% de
aumento del peso fresco y una mayor altura de la planta trigo (Hassan & Bano, 2015). Un
consorcio formado por Mesorhizobium + B. cereus en garbanzo (Cicer arietinum) aplicado
en condiciones de campo increment6 un 5% la altura de planta 'y un 6% el peso de 100
granos (Kaur et al., 2020). La aplicacion de una cepa de B. cereus en fresa (Fragaria vesca)
en condiciones de invernadero sin la aplicacién de fertilizantes duplicé los rendimientos del
primer racimo de fruta cosechada (Kurokura et al., 2017) .

En el cultivo de banano (Musa AAA), se han identificado mas de 200 aislamientos
pertenecientes a 20 diferentes géneros, con propiedades como: fijacion biolégica de N,
produccién de acido indol acético (AlA) y solubilizacion de fésforo (Marcano et al., 2016).
La aplicacion de un aislamiento de B. subtilis se ha relacionado con el incremento en el
peso seco de plantas de banano (Posada et al., 2016).

El uso de rizobacterias se considera una opcién viable para: a- sustituir de forma
parcial el requerimiento de nitrégeno del cultivo que es aportado por el fertilizante de origen
sintético (Mekonnen & Kibret, 2021), b- promover la demanda del mercado por fruta
certificada como ecolégica y sostenible (Coté et al., 2010; FAO, 2021; U.S. International
Trade Commission, 2020) y c- ayudar a la adaptacion de condiciones extremas como: déficit
hidrico e inviernos mas lluviosos, ocasionado por el cambio climatico.

Las RPCV tienen una limitada capacidad de adaptacion en ambientes diferentes al

de su origen y una baja tasa de sobrevivencia durante su proceso de preservacion. La
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seleccién de organismos con mayor capacidad de sobrevivencia es un factor determinante
para el éxito de cualquier programa de RPCV. La capacidad para incrementar materia seca
y contenido nutricional deben ser cualidades intrinsecas de las RPCV. El Laboratorio de
Control Biolégico de CORBANA evalla microorganismos con dichas cualidades. Estas
bacterias se aislaron de la rizosfera de raices de bananos cultivados en suelos de alta
produccién.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la inoculacion de cuatro
aislamientos de Bacillus cereus sobre el crecimiento y el contenido de nitrégeno (N) de

plantulas de banano en condiciones de invernadero.

Materiales y metodos

Ubicacion sitio de evaluacion

Se llevaron a cabo dos experimentos en forma simultdnea en un invernadero
perteneciente a la Corporacion Bananera Nacional localizado en el cantén de Pococi,
Provincia de Limén, Costa Rica. Las coordenadas de ubicacién son 10,268246 latitud N,
83,775061 longitud O, y una elevaciéon de 115 msnm. Los experimentos se desarrollaron
entre los meses de abril a septiembre de 2020. La humedad relativa fue del 90,1 %, la
temperatura promedio del aire 27,15 °C y la radiacion solar de 325,1 wm? durante el periodo

experimental.

Seleccién del suelo utilizado en ambos experimentos

Se seleccionaron dos suelos representativos de las zonas de produccién ubicadas
al este y al oeste del rio Reventazon en la zona Caribe de Costa Rica (L6pez & Espinosa,
1995). El suelo proveniente de la zona este (Experimento 1) posee una suma de bases
mayor a 30 cmol (+) Lt mientras que el suelo de la zona oeste (Experimento 2), tenia 15
cmol (+) L%, ademas, de presentar variaciones en el contenido de calcio, magnesio, potasio,
fésforo y materia organica (Cuadro 1). Los suelos se extrajeron hasta una profundidad de
10 cm de la superficie en areas de la entrecalle, cultivadas con banano. Cada muestra de
suelo se homogenizé por separado y luego se esterilizaron en un horno a 70 °C por un
periodo de 2 horas.

En ambos suelos se determind: el pH, la acidez extractable, Al, P, K, Ca, Mg, S,
elementos menores y porcentaje de materia organica. La extraccion se realiz6 mediante la

solucion Mehlich 3, desarrollada por Mehlich (1984). El pH del suelo se extrajo en KCl segun
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metodologia de Diaz-Romeu & Hunter (1978). Asimismo, la acidez extraible y Al*® se
determinaron con el método de Thomas (1983). El porcentaje de materia organica se realizé

de acuerdo con la metodologia de Walkley & Black (1934).

Cuadro 1. Propiedades quimicas y fisicas de los suelos utilizados en dos experimentos
provenientes de las zonas este y oeste de produccién del Caribe de Costa Rica.

Corporacion Bananera Nacional (CORBANA), Pococi, Limén, Costa Rica, 2020.

Table 1. Chemical and physical characteristics of the soils used in two experiments from the
East and West production zones of the Caribbean of Costa Rica. National Banana
Corporation (CORBANA), Pococi, Limén, Costa Rica, 2020.

Parametros Este Oeste
Mat. Org. (%) 3,7 59
pH 6,5 5,9
Al *3 (cmol(+)I) 0 0
Acidez (cmol(+)I') 0,06 0,08
Nitrégeno (%) 0,21 0,34
Ca (cmol(+)I'h) 22 10
Mg (cmol(+)I?) 7,0 3,8
K (cmol(+)I') 2,5 2,0
P (mgL?) 105 27
Fe (mg L?) 268 152
Cu(mgL?) 6,3 52
Zn (mg L?) 17,5 6,7
Mn (mg L?) 79 18
B (mg L?) 0,48 0,32
2' bases (cmol(+)I?) 32 16
Arcilla (%) 33 8
Limo (%) 40 28
Arena (%) 27 63
Textura suelo Franco arcilloso Franco arenoso
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Preparacion de los aislamientos bacterianos y estandarizacién del in6culo utilizado

Las cepas utilizadas en los experimentos fueron B-71, BF-98, SER-217 y SER-23
de B. cereus, facilitadas por el Laboratorio de Control Biolégico (LCB) de CORBANA. Los
aislamientos se extrajeron de suelo rizosférico de plantaciones comerciales de banano
Musa (AAA) sub. Cavendish. El criterio de seleccion de estos suelos se baso en su mayor
peso radical y una menor poblacion del nematodo barrenador Radophulos similis en la
plantacion (Rodriguez, 2014).

Para la reactivacion de los aislamientos, se utilizo el procedimiento empleado por el
LCB y descrito por Rodriguez (2014). Las rizobacterias se conservaron en placas con agar
nutritvo (AN) a -30 °C, mediante el sistema CRIOBANK. Con ayuda de un asa
bacterioldgica, se tomé un abalorio y se trasvaso y distribuyé de forma homogénea a una
nueva placa con AN. Las placas fueron selladas e incubadas por 48 h a 30 °C. Una vez
reactivado cada aislamiento se colocé en una matriz liquida compuesta por 5 gl de peptona
proteasa y 3 gl de extracto de carne a pH = 7. La suspensién bacteriana se mantuvo en
agitacion por cuatro dias a 150 rpm y 30 °C. Al finalizar el periodo de incubacion, se realiz6
un control de calidad de la suspensién para lo cual se inocul6 25 pl del fermento en placas
de Petri con AN y se distribuy6 de forma homogénea sobre su superficie con un Drigalsky
estéril, luego, las placas se incubaron a 30 °C en oscuridad por 48 h. Después de este
lapso se comprobd que no ocurriera el crecimiento de bacterias u hongos diferentes a la

rizobacteria de interés.

Etapa de enraizamiento, aclimatacién y primera inoculacion

Como unidad experimental se utilizaron plantulas de banano (Musa AAA) subgrupo
Cavendish cv. Grande Naine proporcionadas por el Laboratorio de Cultivo de Tejidos (LCT)
de CORBANA. Las plantas permanecieron en un medio de crecimiento estéril en ausencia
de suelo hasta alcanzar la fase lll (plantulas con cuatro o cinco hojas abiertas y 50 mm
altura, con desarrollo radical que permite la etapa de aclimatacion). Al culminar esta fase,
se realiz6 una primera inoculacién con las bacterias previo a su trasplante a bandejas. Para
la inoculacion, las raices descubiertas se sumergieron en una solucién compuesta por una
parte de la suspension bacteriana concentrada y cuatro partes de agua destilada estéril. La
suspension contenia 1x108 UFC ml?. El periodo de exposicion de las raices en el inéculo
microbiano fue de 30 min. Luego, las plantas se sembraron en bandejas de 96 celdas con
“peat moss” (sustrato). El periodo de aclimatacion de las plantas en el invernadero fue de

ocho semanas. Durante este lapso todas las plantas recibieron una aplicacion semanal de
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fertilizantes foliares con potasio, calcio, magnesio, boro y zinc segun el procedimiento
normal utilizado en CORBANA. En las plantas testigo se incluyé el nitrégeno dentro del
programa de fertilizacion foliar, mientras que las plantas tratadas con las bacterias se omitio

este elemento. Las plantas se regaron dos veces al dia durante esta etapa.
Fase de crecimiento y reinoculacién

Al finalizar la etapa de enraizamiento y aclimatacion, las plantulas se trasladaron a
un invernadero de crecimiento donde se sembraron en potes de 1,8 L de capacidad con los
suelos provenientes de las dos zonas mencionadas. El primer experimento se sembrd con
el suelo de la zona este, mientras que el segundo experimento con el suelo de la zona
oeste. Luego de sembrado, las plantas se inocularon con 100 mL de la solucién diluida
compuesta por una parte de la suspension bacteriana concentrada y cuatro partes de agua
destilada estéril de cada una de las bacterias, a las tres, seis y nueve semanas posteriores

al trasplante.
Disefio de tratamientos

Los tratamientos consistieron en dos factores. El factor uno comprendié un testigo
sin aplicacion de N y tres dosis de nitrogeno semanales: 1 -0 %, 2-33 %, 3-66 %0y 4 —
100 %. El factor dos consistié en los cuatro aislamientos bacterianos ya descritos y un
testigo sin bacteria. La interaccién de las cuatro dosis de nitrégeno y las cuatro bacterias

mas el testigo formaron 20 tratamientos los cuales se presentan en el Cuadro 2.
Mantenimiento de experimentos

El programa de fertilizacion semanal consistié en 100 mL de una solucién nutritiva
enriguecida con macro y micronutrientes mas la dosis de nitrégeno correspondiente al
tratamiento. El contenido mineral de dicha solucién consistié en 7,0; 28,3; 29,6; 16,4; 21,3;
0,01; 0,05; 0,02; 0,006; 0,001; 1,1 mg de P,0s, K0, Ca0O, MgO, S, B, Mn, Zn, I', Mo y Fe,
respectivamente. Para Cu y Co, se aplicaron 0,06 y 0,06 pg. La dosis de nitr6geno se
especifico en el disefio de tratamientos. Ademas, se aplicaron 100 ml de agua por pote dos
veces por semana. Para el combate de la sigatoka negra (Pseudocercospora fijiensis), se
aplic6 mancozeb al 1 % del producto comercial (Vondoceb®) una vez por semana. Se
eliminaron las hojas bajeras senescentes, brotes secundarios y tejido con sintomas de

sigatoka negra.
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Cuadro 2. Descripciobn de los tratamientos utilizados en la evaluacion de cuatro
aislamientos de Bacillus cereus sobre el crecimiento y el contenido de nitrégeno de
plantulas de banano (Musa AAA) en condiciones de invernadero. Corporacion Bananera
Nacional (CORBANA), Pococi, Limén, Costa Rica, 2020.

Table 2. Description of the treatments used in the evaluation of four Bacillus cereus isolates
on the growth and nitrogen content of banana (Musa AAA) seedlings under greenhouse

conditions. National Banana Corporation (CORBANA), Pococi, Limén, Costa Rica, 2020.

Tratamiento Nitrégeno Aislamiento Descripcion
aplicado (%)

1 0 Testigo Soln. Nutritiva + 0 mg N
2 33 Testigo Soln. Nutritiva + 8,48 mg N
3 66 Testigo Soln. Nutritiva + 16,96 mg N
4 100 Testigo Soln. Nutritiva + 25,7 mg N
5 0 SER-217 RPCV + Soln. Nutritiva + 0 mg N
6 33 SER-217 RPCV + Soln. Nutritiva + 8,48 mg N
7 66 SER-217  RPCV + Soln. Nutritiva + 16,96 mg N
8 100 SER-217  RPCV + Soln. Nutritiva + 25,7 mg N
9 0 SER-23 RPCV + Soln. Nutritiva + 0 mg N
10 33 SER-23 RPCV + Soln. Nutritiva + 8,48 mg N
11 66 SER-23 RPCV + Soln. Nutritiva + 16,96 mg N
12 100 SER-23 RPCV + Soln. Nutritiva + 25,7 mg N
13 0 B-71 RPCV + Soln. Nutritiva+ 0 mg N
14 33 B-71 RPCV + Soln. Nutritiva + 8,48 mg N
15 66 B-71 RPCV + Soln. Nutritiva + 16,96 mg N
16 100 B-71 RPCV + Soln. Nutritiva + 25,7 mg N
17 0 BF-98 RPCV + Soln. Nutritiva + 0 mg N
18 33 BF-98 RPCV + Soln. Nutritiva + 8,48 mg N
19 66 BF-98 RPCV + Soln. Nutritiva + 16,96 mg N
20 100 BF-98 RPCV + Soln. Nutritiva + 25,7 mg N
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Disefio Experimental

El disefio utilizado fue el de parcela dividida en ambos experimentos. La parcela
grande consistié en las cuatro dosis de nitrdgeno ya mencionados (nivel 1). La parcela
pequefa se conformé por los cuatro aislamientos bacterianos y un testigo sin bacteria (nivel
2). Cada interaccion entre estos dos factores se repitié en diez oportunidades (una planta
por repeticion, diez plantas por tratamiento). La distribucion tanto de las parcelas grandes

como de las pequefias se realizé completamente al azar.
Medicién de variables experimentales

Las variables que a continuacion se describen fueron evaluadas durante el
crecimiento de las plantas como al momento de la cosecha de los dos experimentos

realizados.
Clorofilay area foliar

Para la medicion de la clorofila, se utilizé6 un medidor marca Apogee® modelo CGM-
200. Asi mismo, se realiz6 la medicion del indice de area foliar segun la férmula IAF= Largo
x Ancho x 0,08 x N° hojas x 0,0662 (N°=1) (Murray, 1960). Tanto la medicién de la clorofila
como el area foliar se realizaron en la hoja nimero tres (hoja expandida, y se utilizé la hoja

recién emitida como referencia). Ambas variables se evaluaron cada tres semanas.
Determinacién del peso seco

El primer experimento se cosechd a las 16 semanas de trasplante y el segundo a
las 17 semanas. La diferencia en el periodo de cosecha en ambos experimentos se debid
a la falta de disponibilidad de espacio en los hornos de secado. Las variables medidas
fueron: a- la altura (cm) medida desde la base de la planta hasta el vértice formado por las
dos ultimas hojas emitidas, b- el peso seco de la raiz, cormo, pseudotallo y hojas (g). Tres
dias antes de la cosecha se suspendi6 el riego para facilitar la separacion de las raices y el
suelo. Para obtener el peso seco se procedié a separar las diferentes estructuras de la
planta en bolsas rotuladas de papel para su pesaje. El peso seco total se obtuvo al secar

las muestras en un horno a 75 °C hasta peso constante.
Determinacién del contenido de nitrégeno en los 6rganos de la planta

Para determinar el contenido de nitrégeno, se procedié a la molienda de las

muestras secadas al horno. Luego, cada muestra se homogenizd para extraer tres
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submuestras, las cuales se analizaron por separado. El contenido de nitrégeno total se
determiné por el método de combustion seca (Elementar Analysensysteme, 2011). Para
minimizar los costos del analisis de los diferentes drganos, se seleccionaron los
aislamientos BF-98 y SER-23, los cuales mostraron un mayor peso seco y diferencias en

crecimiento con respecto al testigo.
Andlisis estadistico

A las variables de crecimiento se les aplicé un andlisis de varianza segun el disefio
de parcelas divididas, en el cual cada parcela grande recibié aleatoriamente un mismo nivel
de nitr6geno, mientras que la parcela pequefia recibié un aislamiento bacteriano diferente.
Se comprobd que los datos satisfacian los supuestos del analisis de varianza. El analisis
se realiz6 mediante la aplicacién de la funcion Ime (linear mixed effect) del paquete nime
del programa estadistico R (Pinheiro et al., 2020; R Core Team, 2020). Para la estimacién
de las medias globales de los niveles de N en las plantas tratadas con los aislamientos y
sus combinaciones (NxA), se utilizé la funcibn emmeans (Lenth et al., 2021). Para probar
la tendencia lineal de las dosis crecientes de N, asi como el efecto conjunto del testigo de
N con respecto a las dosis mayores que cero, se utilizé la funcién contrast del mismo
paquete nime (Pinheiro et al., 2020). Las medias de los aislamientos se compararon entre
si mediante una prueba de Tukey al 5 % de significancia, con la funcién cld del paquete
multcomp (Hothorn et al., 2008).

Resultados

Determinacion de la altura de planta, indice de area foliar (IAF) y clorofila

Al agrupar los promedios de cada tratamiento por dosis de nitrégeno, se observa
que el promedio de la altura de las plantulas sembradas en el suelo proveniente de la zona
este (Experimento N° 1) present6 un efecto lineal positivo (P=0,0358) (Cuadro 3) por la
aplicacion de nitrégeno. La aplicacion de nitrégeno promovié una mayor altura de las

plantas con respecto a los tratamientos sin nitrégeno (P<0,0291).

En los dos experimentos (Cuadro 3 y Cuadro 4), no se logré determinar cambios
para la altura de la planta como consecuencia de la aplicacion de los aislamientos o de la

dosis de nitr6geno, ni entre tratamientos (P>0,05).
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Cuadro 3. Medias, andlisis de contrastes y estudio de tendencia lineal para la altura de

planta, indice de éarea foliar (IAF) y contenido de clorofila, de plantulas de banano (Musa

AAA cv. Gran Enano, subgrupo Cavendish), inoculadas con aislamientos de Bacillus cereus

en combinacion con cuatro dosis de nitrégeno semanal, y como sustrato un suelo de la zona

este de produccién del Caribe de Costa Rica. Corporacion Bananera Nacional (CORBANA)

Pococi, Limén, Costa Rica, 2020.

Table 3. Analysis and linear trend study for plant height, leaf area index (IAF) and chlorophyll

content, of banana seedlings (Musa AAA cv. Gran Enano, Cavendish subgroup), inoculated

with isolates of Bacillus cereus in combination with four weekly doses of nitrogen using as

substrate a soil from the eastern production zone of the Caribbean of Costa Rica. National
Banana Corporation (CORBANA) Pococi, Limén, Costa Rica, 2020.

%

Aislamientos

Variable _ + EE
Nitrogeno B-71 BF-98  SER-217 SER-23  Testigo
0 26,4 27,4 27,9 28,3 26,4 1,25
33 28,4 29,3 28,1 29,2 27,7 1,26
Altura 66 30,1 27,7 28,8 28,5 28,6 1,26
(cm) 100 29,1 28,9 29,9 28,6 29,1 1,25
Efecto N Pr>F
N=0vs N>0  0,0632 0,4152 0,4572 0,7566 0,1344
Efectolineal  0,0910 0,6220 0,2423 0,9937 0,1008
0 1,67 1,84 1,70 1,77 1,57 0,12
IAF 33 1,92 2,08 1,97 2,02 1,81 0,12
66 2,09 2,10 2,11 2,10 1,90 0,12
100 2,01 2,04 2,02 2,10 1,91 0,12
Efecto N Pr>F
N=0vs N>0 0,0164 0,0974 0,0199 0,0287 0,0329
Efectolineal 00,0267 0,2488 0,0440 0,0477 0,0442
0 54,5 46,4 48,2 50,0 45,0 2,85
Clorofila 33 46,8 AB 49,8 AB 56,5 A 45,0 B 44,8 B 2,85
(umol m2) 66 45,3 54,3 44,0 455 43,5 2,85
100 49,0 46,9 45,6 46,6 51,8 2,85
Efecto N Pr>F
N=0vs N>0  0,0302 0,2344 0,8806 0,1993 0,5948
Efectolineal 00,1650 0,6318 0,1190 0,4495 0,1379

N: 10; EE: error estdndar promedio. / N: 10; EE: average standard error.
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Cuadro 4. Medias, andlisis de contrastes y estudio de la tendencia lineal para la altura de
planta, indice de éarea foliar (IAF) y contenido de clorofila, de plantulas de banano (Musa
AAA cv. Gran Enano, subgrupo Cavendish), inoculadas con aislamientos de Bacillus cereus
en combinacion con cuatro dosis de nitrégeno semanal, y como sustrato un suelo de la zona
oeste de produccion del Caribe de Costa Rica. Corporacion Bananera Nacional
(CORBANA) Pococi, Limén, Costa Rica, 2020.

Table 4. Means, contrast analysis and linear trend study for plant height, leaf area index
(IAF) and chlorophyll content, of banana seedlings (Musa AAA cv. Gran Enano, Cavendish
subgroup), inoculated with isolates of Bacillus cereus in combination with four weekly doses
of nitrogen using as substrate a soil from the western production zone of the Caribbean of
Costa Rica. National Banana Corporation (CORBANA) Pococi, Limén, Costa Rica, 2020.

Variable . % Aislamientos - + EE
Nitrogeno B-71 BF-98 SER-217 SER-23 Testigo B
0 23,8 22,6 23,2 23,4 21,6 0,9
33 23,2 23,5 22,4 23,3 21,6 0,9
Altura 66 24,7 23,3 23,0 23,9 23,6 1,0
(cm) 100 22,9 23,1 23,7 23,4 21,3 0,9
Efecto N Pr>F

N=0vs N>0 0,8891 0,4968 0,8762 0,8917 0,5597
Efecto lineal  0,7840 0,7339 0,6192 0,8749 0,7410

0 1,58 1,42 1,43 1,41 1,27 0,09
IAF 33 1,43 1,49 1,33 1,43 1,32 0,09
66 1,53 1,59 1,38 1,47 1,52 0,10
100 1,47 1,44 1,57 1,60 1,47 0,09
Efecto N Pr>E

N=0vs N>0  0,3811 0,4207 0,9806 0,3861 0,1270
Efecto lineal  0,5983 0,7052 0,2627 0,1427 0,0662

0 45,9 48,6 52,6 52,9 46,6 3,3
Clorofila 33 52,5 49,8 51,8 48,8 49,6 3,4
(umol m?) 66 47,7 48,0 53,5 53,5 45,2 3,4
100 47,3 48,1 49,8 57,4 45,5 3,3

Efecto N Pr>E

N=0vs N>0  0,3999 0,9879 0,8216 0,9424 0,9805
Efectolineal  0,9724 0,8318 0,6571 0,2271 0,5920

N: 10; EE: error estandar promedio. / N: 10; EE: average standard error

Para el experimento sembrado con suelo de la zona este, e independientemente del
tratamiento, la suma de todas las aplicaciones de N promovié un mayor IAF de la hoja
numero tres con respecto al tratamiento sin nitrégeno (P<0,0001) (Cuadro 3). Sin embargo,
este efecto alcanzado por el nitrégeno no fue observado cuando se aplicé la bacteria BF-
98 (P=0,0974), pero si ocurrio en los demas tratamientos (P<0,0329). Se presentd una

tendencia lineal creciente en esta variable con respecto al IAF, para cada tratamiento

25



(P<0,0477) y de forma general (P=0,0002), al agrupar los promedios de cada tratamiento
por dosis de nitrégeno. Esta tendencia tampoco se observé en las plantas inoculadas con
la bacteria BF-98 (P=0,2488).

En el experimento sembrado con suelo de la zona oeste (Experimento N°2) la
aplicacion o no de nitrdgeno o por la accién de los aislamientos, no logré causar cambios
sobre IAF (Cuadro 4). En ambos experimentos no se presentaron diferencias entre los
tratamientos evaluados.

La determinacién de clorofila total no fue influenciada por la accién de las bacterias

ni por accion de la dosis de nitrégeno.

Peso seco (PS) total de plantas
Los pesos secos totales se presentan segun la ubicacién de donde se extrajo el

suelo utilizado como sustrato y en el cual se desarrollaron las plantas.

Suelo zona este

En promedio, las aplicaciones de nitrdgeno incrementaron el PS en las plantas
testigo y en los aislamientos bacterianos (P=0,0175) y de manera individual para la bacteria
SER-23 y el testigo (P<0,0222) (Cuadro 5). El aislamiento SER-23 estimulé el crecimiento
de la planta en ausencia de fertilizante nitrogenado (Figura 1), al observar un incremento
del 25,3 % del PS cuando se aplicé esta bacteria a 0 % N semanal, respecto al Testigo
(Prueba Tukey al 95 % de confianza). Posterior a esto SER-23 se inhibi6 de forma gradual
con el incremento de la fertilizacion nitrogenada. Asi mismo, a 0 % N, las plantas inoculadas
con las cepas B-71, BF-98 y SER-217 y el testigo presentaron un PS similar.

Todos los tratamientos inoculados con bacterias y el testigo presentaron una PS
similar entre la primera (33 % N) y la tercera dosis de N (100 %). Al incrementar la dosis de
N, se redujo el efecto estimulante de los aislamientos bacterianos sobre el PS total
(P=0,0012) (Figural). Se observ6 una tendencia lineal creciente en las diferentes dosis de
nitrdgeno con respecto al PS, en las plantas inoculadas con los aislamientos BF-98 y en las
plantas testigo (P<0,0119). Se observé una tendencia lineal creciente (P=0,0167), al

agrupar los promedios de cada tratamiento por dosis de nitrégeno.

Suelo zona oeste

Todas las dosis de nitrégeno incrementaron el PS en las plantas testigo y en

aguellas inoculadas con todos los aislamientos bacterianos (P=0,0139), con respecto a las
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plantas de los tratamientos sin nitrdgeno (Cuadro 5). EI PS en todos los tratamientos se
mantuvo constante e independiente de la dosis de N (P=0,0625). La bacteria BF-98 fue el
Unico aislamiento que estimulé el crecimiento de las plantulas (Figura 2). Esto se observo
en el aumento de 21,7 y 26,9 % del PS total para las dosis de 33 y 100 %, respectivamente,
comparados al Testigo (Prueba Tukey al 95 % de confianza). Las bacterias B-71, SER-23
y SER-217 presentaron un PS similar al testigo. La capacidad de la bacteria BF-98 para

promover crecimiento, fue independiente de las dosis de fertilizacion nitrogenada.

Cuadro 5. Andlisis de contrastes del efecto de nitrégeno y estudio de tendencia lineal para
el peso seco total de plantulas de banano (Musa AAA cv. Gran Enano, subgrupo Cavendish)
inoculados con aislamientos de Bacillus cereus, utilizando como sustrato suelo proveniente
de las zonas este y oeste de produccion. Corporacién Bananera Nacional (CORBANA)

Pococi, Limén, Costa Rica, 2020.

Table 5. Contrast analysis of the nitrogen effect and linear trend study for the total dry weight
of banana seedlings (Musa AAA cv. Gran Enano, Cavendish subgroup) inoculated with
Bacillus cereus isolates using soil as substrate from the east and west production zone.
National Banana Corporation (CORBANA) Pococi, Limén, Costa Rica, 2020.

Tratamiento B-71 BF-98 SER-217 SER-23 Testigo

Este

P <0,05
N%=0 vs N%>0 0,6543 0,1668 0,0222 0,9163 0,0017
E linear 0,7695 0,0119 0,1123 0,4808 0,0071

Oeste
N%=0vs N%>0 0,2419 0,0663 0,9661 0,2657 0,5527
E linear 0,1695 0,4729 0,4324 0,0217 0,0594
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Figura 1. Peso seco total de plantulas de banano (Musa AAA cv. Gran Enano, subgrupo
Cavendish) inoculadas con aislamientos de Bacillus cereus en combinacién con cuatro
dosis de nitrdgeno semanal y como sustrato un suelo de la zona este de produccion del
Caribe de Costa Rica. Corporacion Bananera Nacional (CORBANA), Pococi, Limon, Costa
Rica, 2020. Barras con una misma letra no son significativamente diferentes (N=10, Tukey,
p>0,05).

Figure 1. Total dry weight of banana seedlings (Musa AAA cv. Gran Enano, Cavendish
subgroup) inoculated with isolates of Bacillus cereus in combination with four weekly doses
of nitrogen using soil from the Eastern Zone of production of the Caribbean of Costa Rica.
National Banana Corporation (CORBANA), Pococi, Limén, Costa Rica, 2020. Bars with the
same letter are not significantly different (N=10, Tukey, p>0.05).
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Figura 2. Peso seco de plantulas de banano (Musa AAA cv. Gran Enano, subgrupo
Cavendish) inoculadas con aislamientos de Bacillus cereus, en combinacion con cuatro
dosis de nitrdgeno semanal y como sustrato un suelo de la zona oeste de produccién del
Caribe de Costa Rica. Corporacion Bananera Nacional (CORBANA), Pococi, Limon, Costa
Rica, 2020. Barras con una misma letra no son significativamente diferentes (N=10; Tukey,
p>0,05).

Figure 2. Dry weight of banana seedlings (Musa AAA cv. Gran Enano, Cavendish subgroup)
inoculated with Bacillus cereus isolates in combination with four weekly doses of nitrogen
using soil as substrate from the western production zone of the Caribbean from Costa Rica.
National Banana Corporation (CORBANA), Pococi, Limdn, Costa Rica, 2020. Bars with the

same letter are not significantly different (N=0; Tukey, p>0.05).

Contenido de nitrégeno en los diferentes 6rganos de la planta
Se determiné el contenido de nitrégeno de las plantas tratadas con los aislamientos
que presentaron un mayor crecimiento, los resultados se agruparon segun la ubicacion

donde se extrajo el suelo utilizado como sustrato.

Suelos zona este

En los suelos de la zona este en las que se realizo el estudio, las bacterias BF-98 y
SER-23 ayudaron a la absorciéon del N dentro del tejido de las plantas incluso en los
tratamientos a los que no se aplicé nitrégeno (Cuadros 6 y 7). Este efecto se observo en el
incremento de nitrégeno en hojas, pseudotallo y cormo, en comparacion con las plantas
testigo (P<0,0340); ademas de un efecto sinérgico entre la aplicacion de las cepas BF-98 y

SER-23 vy la fertilizacion nitrogenada a diferentes dosis. El contenido de nitrdgeno en el
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pseutodallo, cormo y raiz se incrementd por efecto de estas bacterias (P<0,0070) en
conjunto con las diferentes dosis de nitrégeno (33 a 100 % N). Por el contrario, en el
contenido de nitrégeno de las hojas se observé una relacion inversa entre la bacteria BF-
98 y la fertilizaciébn nitrogenada. El contenido de nitrégeno de las hojas de plantas
inoculadas con la bacteria BF-98 fue menor que el testigo entre las dosis 66 % a 100 % de
nitrégeno (P<0,0001).

En ausencia de fertilizacion nitrogenada, la bacteria SER-23 incrementd la absorcién
del N dentro del tejido del cormo y pseudotallo con respecto a BF-98 (P<0,0001). Por el
contrario, el contenido de nitroégeno foliar y radicular fue similar entre las plantas inoculadas
con las diferentes cepas bacterianas. La bacteria SER-23 presentdé mayor sinergia con la
fertilizacion nitrogenada que la BF-98. A diferentes dosis de nitrégeno, la bacteria SER-23
aumento la absorcion de nitrégeno en hojas, pseudotallo y cormo (P<0,0296), con respecto
a la bacteria BF-98. Sin embargo, esta diferencia entre bacterias no se encontrd en el
contenido de nitrégeno de la raiz (P=0,3876), entre estas dos bacterias. De manera general,
todas las partes de la planta de banano incrementaron el contenido de nitrdgeno a medida
que se incrementd la dosis de N (P<0,0007). Las sumas de los tratamientos con
aplicaciones de N presentaron un mayor contenido de N respecto a los tratamientos que no
recibieron aporte de este elemento (P<0,0001) con excepcion de las raices del testigo
(P=0,6598).

Suelos zona oeste

En los suelos de la zona oeste en las que se realiz6 el estudio, la inoculacién con
las bacterias BF-98 y SER-23 promovi6 una mayor absorcion de N en las diferentes partes
de las plantas de banano (Cuadros 8 y 9) en ausencia de la aplicacion de este nutriente y
con la aplicacién de 33 % N. Esto fue apreciable en un mayor contenido de nitrdgeno en
hojas, pseudotallo, cormo y raices con 0 % Ny 33 % N, con respecto al testigo sin bacterias
(P<0,0161). Ademas, se observé un efecto antagonista en la accion biofertilizante realizada
por las bacterias BF-98 y SER-23 y la fertilizacion nitrogenada a una dosis mayor de (33 %
N). El contenido de nitrégeno de las hojas y cormo de plantas aplicadas con bacterias BF-
98 y SER-23 fue menor que el testigo para la dosis de 100 % N (P<0,0113).
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Cuadro 6. Medias del contenido de nitrégeno, contrastes ortogonales, andlisis del efecto

de nitrégeno y estudio de la tendencia lineal para las hojas y el pseudotallo de plantulas de

banano (Musa AAA cv. Gran Enano, subgrupo Cavendish) inoculados con aislamientos de

Bacillus cereus, y como sustrato un suelo de la zona este de produccion del Caribe de Costa

Rica. Corporacién Bananera Nacional (CORBANA) Pococi, Limon, Costa Rica, 2020.

Table 6. Means nitrogen content, orthogonal contrasts, nitrogen effect analysis and linear

trend study for leaves and pseudostem of banana seedlings (Musa AAA cv. Gran Enano,

Cavendish subgroup) inoculated with Bacillus cereus isolates using as substrate a soil from

the eastern production zone of the Caribbean of Costa Rica. National Banana Corporation

(CORBANA) Pocaoci, Limén, Costa Rica, 2020.

Hojas Pseudotallo
Dosis N 0 33 66 100 0 33 66 100
(%)
BF-98 3,15 3,40 350 3,78 2,71 4,02 4,23 5,01
SER-23 3,20 352 3,66 3,88 3,04 4,32 4,67 5,16
Testigo 3,04 3,40 3,58 3,85 2,57 3,74 4,36 4,83
EE 0,02 0,02 0,02 0,02 0,04 0,04 0,04 0,04
Contrastes P<0,05
BF-98 —
0,1910 0,0003<0,00010,0021 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0296
SER-23
BF-98 -
) 0,0004 1 0,0135 0,0182 0,0340 0,0001 0,0657 0,0070
Testigo
SER-23 -
Testi <0,0001 0,0003 0,0100 0,6455 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
estigo

N%=0 vs N%>0, Tendencia.

BF-98
SER-23
Testigo

N>0 vs N=0 Lineal
<0,0001 <0,0001
<0,0001 <0,0001
<0,0001 <0,0001

N>0 vs N=0 Lineal
<0,0001 <0,0001
<0,0001 <0,0001
<0,0001 <0,0001

N: 10; EE: error estdndar promedio. / N:10; EE: average standard error.
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Cuadro 7. Medias del contenido de nitr6geno, contrastes ortogonales, analisis del efecto
de nitrégeno y estudio de tendencia lineal para la raices y cormo de plantulas de banano
(Musa AAA cv. Gran Enano, subgrupo Cavendish) inoculados con aislamientos de Bacillus
cereus, y como sustrato un suelo de la zona este de produccién del Caribe de Costa Rica.

Corporacion Bananera Nacional (CORBANA), Pococi, Limon, Costa Rica, 2020.

Table 7. Means nitrogen content, orthogonal contrasts, nitrogen effect analysis and linear
trend study for roots and corm of banana seedlings (Musa AAA cv. Gran Enano, Cavendish
subgroup) inoculated with Bacillus cereus isolates using as substrate a soil from the eastern
production zone of the Caribbean of Costa Rica. National Banana Corporation (CORBANA),

Pococi, Limon, Costa Rica, 2020.

Raiz Cormo
Dosis N 0 33 66 100 0 33 66 100
(%)
BF-98 2,10 2,43 2,62 2,88 2,36 3,23 3,79 4,14
SER-23 2,14 2,68 2,55 2,79 2,60 3,73 3,92 4,17
Testigo 2,12 1,96 2,15 2,33 2,18 2,84 3,62 3,95
EE 0,05 0,05 0,05 0,05 0,02 0,02 0,02 0,02
Contraste P<0,05
BF-98 -
0,8238 0,0037 0,5282 0,3876 <0,0001<0,0001<0,0001 0,3482
SER-23
BF-98 —
) 0,9358<0,0001<0,0001<0,0001 <0,0001<0,0001<0,0001<0,0001
Testigo
SER-23 —
) 0,9667<0,0001<0,0001<0,0001 <0,0001<0,0001<0,0001<0,0001
Testigo
N%=0 vs N%>0, Tendencia.
N>0 vs N=0 Lineal N>0 vs N=0 Lineal
BF-98 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
SER-23 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Testigo 0,6598 0,0007 <0,0001 <0,0001

N: 10; EE: error estandar promedio. / N:10; EE: average standard error.
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Cuadro 8. Medias del contenido de nitrégeno, contrastes ortogonales, andlisis del efecto

de nitrégeno, estudio de la tendencia lineal y andlisis de varianza para las hojas y el

pseudotallo de plantulas de banano (Musa AAA cv. Gran Enano, subgrupo Cavendish),

inoculados con aislamientos de Bacillus cereus, y como sustrato un suelo de la zona oeste

de produccion del Caribe de Costa Rica. Corporacién Bananera Nacional (CORBANA),

Pococi, Limén, Costa Rica, 2020.

Table 8. Means nitrogen content, orthogonal contrasts, nitrogen effect analysis, linear trend

study and Analysis of variance for leaves and pseudostem of banana seedlings (Musa AAA

cv. Gran Enano, Cavendish subgroup) inoculated with isolates of Bacillus cereus using as

substrate a soil from the western production zone of the Caribbean of Costa Rica. National
Banana Corporation (CORBANA), Pococi, Limén, Costa Rica, 2020.

Hojas Pseudotallo
Dosis (%) 0 33 66 100 0 33 66 100
BF-98 4,07 4,63 4,65 4,39 4,50 5,42 5,37 4,94
SER-23 3,99 4,51 4,60 4,64 4,36 5,06 5,45 5,31
Testigo 3,78 4,50 4,78 4,85 3,83 4,66 5,34 5,51
EE 0,01 0,01 0,01 0,01 0,08 0,08 0,08 0,08
Contraste P<0,05
BF-98 - SER-
03 0,0017 <0,0001 0,0604 <0,0001 0,4803 0,0143 0,7402 0,0117
BF-98 -
) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,9716 0,0002
Testigo
SER-23 -
_ <0,0001 0,7729 <0,0001 <0,0001 0,0004 0,0059 0,6008 0,2096
Testigo
N%=0 vs N%>0, Tendencia.
N>0 vs N=0 Lineal N>0 vs N=0 Lineal
BF-98 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0018
SER-23 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Testigo <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

N:10; EE: error estandar promedio.

/ N: 10; EE: average standard error.
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En ausencia de fertilizacion nitrogenada, la bacteria SER-217 incrementd la
absorcion de nitrogeno en el tejido foliar y las raices con respecto a BF-98 (P<0,0326). Sin
embargo, el contenido de nitrégeno alcanzado por el cormo y pseudotallo fue similar entre
las bacterias. La bacteria SER-23 present6 mayor sinergia con la fertilizacién nitrogenada
que la BF-98. Para las dosis de 0 % y 33 % N la bacteria BF-98 aumentd la absorcion de N
en hojas, pseudotallo y raices (P<0,0326). Por el contrario, para las dosis de 66 % N se
igualdé el comportamiento de ambas bacterias (P=0,0604) y para la dosis de 100 % N la
bacteria SER-23 incremento la absorcion de nitrégeno en hojas, raices, pseudotallo y cormo
(P<0,0117).

De manera general todas las partes de la planta de banano aumentaron el contenido
de nitrégeno a medida que se incrementé la dosis de N (P<0,0018), con excepcién de los
cormos inoculados con la cepa BF-98 (P=0,1879). Las sumas de los tratamientos con
aplicaciones de N aumentaron el contenido de este elemento respecto a los tratamientos
sin nitrégeno (P<0,0006).
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Cuadro 9. Medias del contenido de nitrégeno, contrastes ortogonales, andlisis del efecto

del nitrégeno y el estudio de tendencia lineal para las raices y el cormo de las plantulas de

banano (Musa AAA cv. Gran Enano, subgrupo Cavendish), inoculados con aislamientos de

Bacillus cereus, y como sustrato un suelo de la zona oeste de produccion del Caribe de

Costa Rica. Corporacién Bananera Nacional (CORBANA), Pococi, Limén, Costa Rica. Afio

2020.

Table 9. Means nitrogen content, orthogonal contrasts, nitrogen effect analysis and linear

trend study for roots and corm of banana seedlings (Musa AAA cv. Gran Enano, Cavendish

subgroup) inoculated with Bacillus cereus isolates using as substrate a soil from the western

production zone of the Caribbean of Costa Rica. National Banana Corporation (CORBANA),

Pococi, Limon, Costa Rica, 2020.

Raiz Cormo
Dosis (%) 0 33 66 100 0 33 66 100
BF-98 2,66 3,20 2,96 2,92 3,42 3,98 4,21 3,57
SER-23 2,53 3,01 3,04 3,16 3,19 4,06 4,32 4,39
Testigo 2,28 2,78 2,72 3,06 2,81 3,52 4,23 4,88
EE 0,03 0,03 0,03 0,03 0,11 0,11 0,11 0,11
Contraste P<0,05
BF-98 —
0,0326 0,0014 0,1917 0,0001 0,3116 0,8831 0,7574 <0,0001
SER-23
BF-98 -
_ <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0175 0,0016 0,0161 0,9959 <0,0001
Testigo
SER-23 -
. <0,0001 0,0002 <0,0001 0,1504 0,0532 0,0052 0,8064 0,0113
Testigo
N%=0 vs N%>0, Tendencia.
N>0 vs N=0 Lineal N>0 vs N=0 Lineal
BF-98 <0,0001 0,0018 0,0006 0,1879
SER-23 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Testigo <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

N: 10; EE: error estandar promedio. / EE: average standard error.

Discusioén

En el presente trabajo se buscO evaluar el efecto de la inoculacién de los

aislamientos de B. cereus, B-71, BF-98, SER-217 y SER-23 sobre el crecimiento y el
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contenido de nitrogeno (N) en plantulas de banano (Musa AAA) en condiciones de
invernadero.

El incremento del peso seco que alcanzaron las plantas expuestas a los
aislamientos BF-98 y SER-23 demuestra que estas bacterias tuvieron capacidad para
promover crecimiento vegetal. Dicho efecto de estimulacién del crecimiento puede estar
asociado a la sintesis de fitohormonas y a procesos fisioldgicos que regulan la absorcion,
transporte, utilizacién y proteccion del agua (Basu et al., 2017; Chauhan et al., 2015; Lobo
et al., 2019).

El suelo de la zona este de produccién presentd condiciones quimicas y fisicas entre
las cuales se destacan un pH de 6,5 y mayores contenidos de Ca, Mg y P, lo que pudo
favorecer el efecto de estimulacion de crecimiento y ganancia de peso en el tejido vegetal
de las plantas inoculadas con la bacteria SER-23. Los resultados sugieren que bajas
concentraciones de nitrégeno parecen haber influido en la obtencion de mayor peso seco.
Una dosis igual a 8,48 mg de nitrdgeno semanal o superior a esta cantidad debilité el efecto
estimulante de esta bacteria. Este comportamiento nos hace prever que un suelo con alta
disponibilidad de nitr6égeno o con la adicion de fertilizantes nitrogenados podrian inhibir los
efectos causados por este aislamiento. Esta es una caracteristica que podria limitar la
utilizacion de esta bacteria en cultivos intensivos que reciben el aporte regular de nitrégeno.
Conclusiones similares fueron dadas por Baset Mia, Shamsuddin, Wahab, et al. (2010),
quienes asociaron una disminucién de la actividad de los aislamientos como consecuencia
de un mayor aporte de fertilizante nitrogenado.

De acuerdo con lo observado, el aislamiento BF-98 requiere de cierta disponibilidad
inicial de nitr6geno para promover la ganancia de peso seco. Pero, una vez que el nivel de
este elemento se estabiliz6 en 33 %, no se logré6 mayor respuesta aun y cuando se
incrementd el nitrégeno a niveles mayores (66 % N y 100 % N). Un mayor contenido de
nitrdgeno en el suelo zona oeste es probable que causara un efecto negativo de promocién
de crecimiento vegetal de la bacteria SER-23.

Resultados similares a los encontrados en este estudio con B. cereus, han sido
descritos por Araujo et al. (2021) , quienes con la aplicacion de aislamientos de esta especie
lograron promover el tamafio de la planta (5,7 %) y el nimero de hojas (5,3 %), en plantulas
de Gran Enano (Musa AAA). La bioprospeccion realizada por Posada etal. (2016)
determiné el aumento de un 16 % en el peso seco de las raices del cultivar Williams (Musa
AAA) por efecto de la bacteria B. cereus. En ninguno de los dos experimentos se encontrd

efecto sobre el peso seco del pseudotallo, hojas y cormo. Sin embargo, inoculaciones de
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Posada et al. (2016) con Bacillus subtilis y Araujo et al. (2021) con B. thuringiensis en el
cultivar Prata Ana, incrementaron peso seco de tallo (34 a 39 %), raices (68%) Posada et
al. (2016) y hojas (32 %) Araujo et al. (2021).

Plantas del cultivar Prata Catarina (AAB) las cuales recibieron aplicaciones de B.
pumilus, incrementaron su altura, nimero de hojas, area foliar y PS radical en un porcentaje
superior al 100 % (da Silva et al. 2018). La aplicacion de B. amyloliquefaciens y P.
fluorescens en plantas del cultivar Williams (Musa AAA) promovio el peso fresco (65 %) y
seco total (30 %) (Gamez et al., 2019).

En ambos experimentos, las bacterias BF-98 y SER-23 incrementaron el contenido
de N en todas las estructuras de la planta. Esto puede ser un indicador de una potencial
actividad de fijacion de N por parte de las cepas estudiadas (Singh et al., 2020) , motivo por
el cual ocurrié un incremento en el contenido de N en la planta. Otros informes incluyen
también aumento en la absorcién de otros nutrientes como potasio, fosforo, azufre, hierroy
zinc (Singh et al., 2011). En esta investigacion fue evidente, que una mayor disponibilidad
de nitrégeno en el suelo causé un efecto inhibidor de la actividad de fijacién de N de los
aislamientos BF-98 y SER-23. La cantidad y forma de suministro de nitrdgeno es un factor
que puede alterar la microbiota de la rizosfera, e inhibe el nimero y la proporcion de
bacterias de vida libre, lo cual es un factor determinante para lograr la fijacién biologica
(Cooper & Scherer, 2012). Esto sugiere que las condiciones de los suelos de la zona Caribe
podrian afectar la capacidad de fijacién de nitrégeno de estos aislamientos.

Con respecto a la interaccién de RPCV vy el nitrégeno presente en el suelo, Baset
Mia, Shamsuddin, & Mahmood (2010) estudiaron la tasa de fijacion de nitrdgeno por
rizobacterias en plantulas de banano de 45 dias de edad. Segun estos autores al reducir el
aporte de nitr6geno entre 33 % (50 ppm) y 13 % (20 ppm), la tasa de fijacion de nitrégeno
se incrementd en 13,8 %. Lo cual confirma que una alta disponibilidad de N en el medio
podria disminuir la actividad bacteriana de fijacién de N.

Cuando se inocularon plantas de tomate con B. pumilus, en combinaciéon con un
aporte de 150 ppm de nitr6geno se acumulé un 19 % de nitrégeno en el tallo de las plantas
inoculadas con respecto a las no inoculadas (Masood et al., 2020). Cuando se omiti6 el
elemento en el sustrato, la aplicacion de bacteria no provocé la acumulacién del nitrégeno
en el tejido vegetal. Dicho resultado sugiere que las bacterias requieren de cantidades
pequefias de nitrdgeno como activador inicial del proceso de fijacion bioldgica y promocién

de crecimiento.
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En esta investigacion se realizé la aplicacién de 4,7 hasta 14,3 ppm de nitr6geno
cada semana. De acuerdo con lo presentado por Masood et al. (2020) y Baset Mia,
Shamsuddin, & Mahmood (2010), el N aplicado en el presente ensayo fue una cantidad
baja, pero fue suficiente para mejorar el crecimiento y el contenido de este elemento con
respecto al testigo. Sin embargo, la menor dosis (4,7 ppm semanal o 33 % N) afectd
negativamente la capacidad de los aislamientos para aumentar el contenido de nitrégeno
en las hojas en ambos experimentos. La mayor cantidad de nitrégeno total en el suelo de
la zona oeste y un mayor aporte de este elemento (9,4 ppm o 66 % N) provocod la
disminucion del contenido de nitrégeno en los tallos y cormos. Un mayor aporte (9,4 ppm
semanal 0 66 % N) produjo el mismo impacto de reduccién en tallos y cormos de la zona
oeste esto como consecuencia del 60 % de nitrogeno total adicional presente en el suelo
respecto al experimento N°1. Un factor que podria haber disminuido el porcentaje de
nitrdgeno en las hojas, pseudotallo y cormo, es el efecto dilucion. Dicho efecto ha sido
utilizado para explicar cambios ocurridos en la concentracion de un elemento en el tejido
vegetal debido a la adicion de materiales organicos e inorganicos, organismos Vivos 0
condiciones ambientales (Jarrell & Beverly, 1981). Lo anterior implicaria que el contenido
de nitrégeno de estos organos se distribuyé en una mayor biomasa producida por la
promocién de las bacterias, o que ocasioné un menor porcentaje almacenado de este
elemento por unidad de peso.

La presencia de trazas de nitr6geno en la solucidn nutritiva puede ser suficiente para
modificar el comportamiento de los aislamientos, ya sea al inhibir o promover la fijacion
biolégica (Baset Mia, Shamsuddin, & Mahmood, 2010). Las poblaciones de las rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal, son afectadas por las propiedades quimicas vy fisicas
de los suelos, el régimen de humedad, la estructura y el manejo nutricional (Marcano et al.,
2016). Los resultados de esta investigacion sugieren que los contenidos de nitrégeno en
los suelos afectan la capacidad estimuladora de las bacterias y la capacidad de fijacion
biolégica de nitrégeno, siendo determinante el efecto causado por el aporte de fuentes

nitrogenadas de origen sintético.

Conclusiones

Los aislamientos BF-98 y SER-23 promovieron la ganancia de materia seca en las
plantas de banano. Este aumento de biomasa disminuy6 en respuesta al incremento en el
aporte de nitrégeno inorganico. Un mayor contenido total de nitrégeno en los suelos afecto

de forma negativa la capacidad de promocion de crecimiento vegetal de las bacterias.
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La inoculacion con los aislamientos BF-98 y SER-23 increment6 el contenido de N
de las raices (8 a 36 %), cormo (4 a 31 %), pseudotallo (2 a 18 %) y hojas (2 a 7 %), que
conforman la planta de banano. El aporte de nitrdgeno inorganico causo la inhibicion de la
fijacion bioldgica lo que provoco la disminucidn en el porcentaje de contenido de nitrdgeno
en las hojas y luego en los pseudotallos. Entre las causas se pueden citar una mayor
disponibilidad de nitrégeno en el suelo o un efecto de dilucién causado por el incremento
de biomasa.

La metodologia empleada permite dar un paso inicial para seleccionar candidatos
con caracteristicas adecuadas para las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
(RPCV), los cuales pueden continuar procesos de seleccion hacia fases de campo. Las
etapas posteriores de evaluacion deben considerar el contenido de N tanto en el suelo como

los aportes de N inorganico soluble que se realicen.
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Bacillus cereus sobre el contenido de potasio, azufre, zinc y fésforo en
plantulas de banano (Musa AAA) bajo condiciones de invernadero

Bacillus cereus on potassium, sulfur, zinc and phosphorus content in banana

seedlings (Musa AAA) under greenhouse conditions

Rodya M. Ortega Bonilla 2, Pedro Torres Asuaje?®, Rafael Segura Mena?, Fabian

Echeverria® Beirute, Lidieth Uribe Lorio*

Resumen

Introduccién. Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) podrian ser
utilizadas como biofertilizantes en el cultivo de banano (Musa AAA). Para su incorporacion
en el agroecosistema bananero, es necesario realizar una busqueda de candidatos idbneos
cuyas propiedades les permitan desarrollarse en las condiciones de los suelos de Costa
Rica y del cultivo del banano. Objetivo. Evaluar el efecto de la aplicacién al suelo de dos
aislamientos de B. cereus (BF-98 y SER-23) sobre el contenido de fosforo (P), potasio (K),
azufre (S) y zinc (Zn) en plantulas de banano bajo condiciones de invernadero. Materiales
y métodos. Dos experimentos fueron realizados de forma simultanea de abril a septiembre
de 2020 en el Centro de Investigaciones de CORBANA, La Rita, Limon, Costa Rica. Los
aislamientos SER-23 y BF-98 pertenecientes al grupo de B. cereus fueron inoculados en
plantas de banano (Musa AAA) a las cuales se les fertilizd una vez por semana con cuatro
dosis de nitrégeno. El disefio consistié en parcelas divididas, donde la parcela principal
estuvo conformada por cuatro niveles de N: 0, 33, 66, 100 % de la dosis utilizada en
invernadero y la parcela pequefia por los aislamientos indicados y el testigo. Se determiné
el contenido de K, P, Zn y S en los tallos y hojas de las plantas. Resultados. Los
aislamientos utilizados aumentaron el contenido de Zn en tallo y hojas (P<0,0313). Se
observé un incremento también en tallos para el K (P<0,0126) y el S (P<0,0386). El uso de
una dosis mayor al 33% de nitr6geno y el tipo de suelo afectaron la capacidad de las
bacterias para incrementar la concentracion de los nutrientes en los tallos y hojas.
Conclusiones. La inoculacién de los aislamientos SER-23 y BF-98 incrementd el contenido
de Zn, Ky S en las plantas de banano, y fue relacionado con la disponibilidad de nitrégeno

y el tipo de suelo.
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Palabras clave: bacterias promotoras de crecimiento, fijacion biolégica de nitrégeno,

aumento de crecimiento, solubilizacidon de nutrientes.
Abstract

Introduction. Plant growth promoting rhizobacteria (RPCV) could be used as biofertilizers
in banana cultivation (Musa AAA). For their incorporation into the banana agroecosystem, it
IS necessary to search for suitable candidates whose properties allow them to develop in
the soil conditions of Costa Rica and banana cultivation. Objective. To evaluate the effect
of soil application of two isolates of B. cereus (BF-98 and SER-23) on the content of
phosphorus (P), potassium (K), sulfur (S) and zinc (Zn) in banana seedlings under
greenhouse conditions. Materials and methods. Two experiments were carried out
simultaneously from April to September 2020 at the CORBANA Research Center, La Rita,
Limén, Costa Rica. Isolates SER-23 and BF-98 belonging to the group of B. cereus were
inoculated in banana plants (Musa AAA) which were fertilized with four doses of nitrogen
weekly. The design consisted of divided plots, where the main plot was made up of four
levels of N: 0, 33, 66, 100 % of the dose used in the greenhouse and the small plot by the
indicated isolates and the control. The content of K, P, Zn and S in the pseudostems and
leaves of the plants was determined. Results. The isolates used increased the Zn content
in pseudostem and leaves (P<0.0313). An increase was also observed in pseudostems for
K (P<0.0126) and S (P<0.0386). The use of a dose higher than 33% and the type of soil
affected the ability of the bacteria to increase the concentration of nutrients in the
pseudostems and leaves. Conclusions. The inoculation of the isolates SER-23 and BF-98
increase in the content of Zn, K and S in the banana plants, and was related to nitrogen

availability and soil type.

Keywords: growth of promoter bacteria, biological nitrogen fixation, growth enhancement,

nutrient solubilization.

Introduccidn

El banano es uno de los frutos de mayor consumo internacional (Organizaciéon de
las Naciones Unidas para la Alimentacion, 2020). En Costa Rica es la actividad agricola
gue mas aporta al producto interno bruto (CORBANA, 2022). No obstante, en la actualidad,
la inestabilidad de los precios de los insumos agricolas por efecto de la pandemia de Covid-
19 y el conflicto Rusia-Ucrania increment6 significativamente el costo de los fertilizantes
(Gerszon et al., 2022; Voegele, 2022).
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Ante esta incertidumbre por la fluctuacion de los precios internacionales de los
insumos agricolas, surge la necesidad de desarrollar estrategias sostenibles para proveer
nutrientes a los cultivos de manera constante y de bajo costo. Diversos estudios han
demostrado el potencial de ciertas bacterias de la rizosfera para incrementar el contenido
de nutrientes en la planta, lo que las convierte en una alternativa efectiva al uso de
fertilizantes convencionales. Estas rizobacterias pueden suplir parte de las necesidades
nutricionales del cultivo de forma biolégica y promover crecimiento vegetal (Chauhan et al.,
2015).

Algunos de los mecanismos que utilizan las rizobacterias promotoras de crecimiento
(RPCV) son: a- fijacion biologica de nitrégeno (N), b-produccién de sideréforos, c-
solubilizacion de potasio (K), fosforo (P), zinc (Zn) y azufre (S), d- aumento de la eficiencia
de la absorcion de agua, e- produccion de fitohormonas que inducen tolerancia al frio,
sequia, salinidad y contaminacién entre otras (Khatoon et al., 2020; Meena et al., 2017;
Ruzzi & Aroca, 2015; Shameer & Prasad, 2018).

La utilizacién de RPCV puede volverse una herramienta en la agricultura moderna
que permita: a-disminuir la dependencia de insumos sintéticos con efectos residuales no
deseables (Mekonnen & Kibret, 2021), b- proveer al mercado con alimentos producidos con
procesos mas amigables con el ambiente y de manera sostenible (Cété et al., 2010;
Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Alimentacion, 2021; United States
International Trade Commission, 2020), y c- proveer a los cultivos mayor resiliencia a las
condiciones extremas ocasionadas por el cambio climatico como, déficit hidrico e inviernos
mMAs intensos.

El potasio es uno de los nutrimentos de mayor utilizacion por los cultivos. Este se
encuentra en formas no intercambiables en el suelo. Algunas especies de Bacillus spp.
pueden disolver minerales que contienen potasio lo que incrementa su solubilidad y
disponibilidad en el suelo para las plantas (Ferreira et al., 2019).

El fésforo es otro elemento que, si bien se aplica a partir de fuentes solubles, se fija
rapidamente en el suelo. Las bacterias pueden sintetizar compuestos organicos de bajo
peso molecular como el acido glucénico y citrico que ayudan a la solubilizaciéon del fésforo.
Algunas bacterias pueden realizar sintesis de fosfatasas estas son enzimas que degradan
a formas mas solubles el fosforo organico (Basu et al., 2017). Otras bacterias son capaces
de acidificar el sustrato en el que se encuentran o formar quelatos con los cationes, lo cual

disminuye la competencia con los fosfatos por los sitios de adsorcion (Basu et al., 2017).
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Compuestos inorganicos como el azufre, generalmente se encuentran en forma
reducida y gracias a la accion de las BPCV, son oxidados a formas solubles de sulfato. En
este proceso participan bacterias de los géneros Aquaspirillum sp., Bacillus spp.,
Pseudomonas spp., y Xanthobacter sp., lo que promueve la asimilacién de este nutriente
promoviendo su crecimiento (Ferreira et al., 2019).

Se ha demostrado que la inoculacion de rizobacterias solubilizadoras de zinc de los
grupos Bacillus spp., Pseudomonas spp. y Serratia spp., promueven el crecimiento de las
plantas e incrementan el contenido de este elemento en cultivos como soya y trigo (Khatoon
et al., 2020).

Algunas especies de Bacillus como B. megaterium, B. subtilis, B. cereus y B. genus
aumentan la absorciéon de Fe y estan relacionadas con la produccién de auxinas y amonio
(Ferreira et al., 2019).

El laboratorio de Control Biologico LCB de CORBANA tiene una coleccién de
aislamientos de bacterias con potencial biofertilizante. Previamente Ortega et al., (2022)
lograron comprobar la capacidad de algunas de estas bacterias en aumentar el contenido
de nitrdgeno y promover el crecimiento de plantulas de banano (Musa AAA) al usar dos
aislamientos (BF-98 y SER-23). El objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto de los
aislamientos de B. cereus (BF-98 y SER-23) sobre el contenido de fésforo, potasio, azufre

y zinc de plantulas de banano en condiciones de invernadero.

Materiales y métodos

El presente documento forma parte del proyecto de investigacion de CORBANA
titulado: Fuentes bioldgicas para la nutricion del cultivo de banano. En una primera etapa
se considero el efecto de los aislamientos bacterianos sobre la estimulacion del crecimiento
vegetativo y la absorcion del elemento nitrégeno (Ortega et al., 2022). En esta evaluacion
se consider¢ el efecto de dichos aislamientos sobre la absorcion de los elementos K, P, S

y Zn.

El sitio de evaluacién

Se realizaron dos experimentos en simultaneo en un invernadero perteneciente a la
Corporacion Bananera Nacional (CORBANA) localizado en el canton de Pococi, Provincia
de Limdén, Costa Rica. Las coordenadas de ubicacion son 10,268246 latitud N, 83,775061
longitud O, y una elevacion de 115 msnm. Los experimentos se desarrollaron entre los

meses de abril a septiembre de 2020. La humedad relativa fue del 90,1 %, la temperatura
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promedio del aire 27,15 °C y la radiacién solar de 325,1 wm? durante el desarrollo de la

evaluacion.

Seleccidn del suelo utilizado en ambos experimentos

Para la realizacién de ambos ensayos se utilizaron suelos que fueran tipicos de las
dos zonas de produccién ubicadas al este y al oeste del rio Reventazén en la zona Caribe
de Costa Rica (Lopez & Espinosa, 1995). El suelo utilizado en el experimento 1 (zona este)
posee una suma de bases mayor a 30 cmol (+) L mientras que el suelo del experimento 2,
(zona oeste) tenia 15 cmol (+) L esto por poseer un mayor contenido de calcio, magnesio,
potasio, fésforo y menor materia organica con relacion al suelo de la zona oeste (Cuadro
1). Los suelos se extrajeron hasta una profundidad de 10 cm de la superficie en &reas de la
entrecalle, cultivadas con banano. Cada muestra de suelo se homogeniz6 por separado y
luego se esterilizaron en un horno a 70 °C por un periodo de 2 horas.

A los suelos se les determiné: el pH, la acidez extractable, Al, P, K, Ca, Mg, S,
elementos menores y porcentaje de materia organica. La extraccion se realizé mediante la
solucion Mehlich 3, desarrollada por Mehlich (1984). El pH del suelo se extrajo en KCl segun
metodologia de Diaz-Romeu & Hunter (1978). Asimismo, la acidez extraible y Al*® se
determinaron con el método de Thomas (1983). El porcentaje de materia organica se realiz6
de acuerdo con la metodologia de Walkley & Black (1934).

El resumen de las propiedades quimicas y fisicas de los suelos utilizados en ambos
experimentos se encuentran disponibles en el cuadro 1 ubicado en la pagina 18, del

presente documento.

Preparacion de los aislamientos bacterianos y estandarizacién del in6culo utilizado

Se utilizaron dos cepas de B. cereus (BF-98, SER-23) facilitadas por el Laboratorio
de Control Bioldgico (LCB) de CORBANA. Los aislamientos se extrajeron de plantaciones
comerciales de banano Musa (AAA) sub. Cavendish, de los cuales se tomé6 suelo
rizosférico. Los suelos seleccionados corresponden con plantaciones con bajas
poblaciones del nematodo barrenador Radophulos similis y mayor peso radical (Rodriguez,
2014).

Las rizobacterias se conservaron en placas con agar nutritivo (AN) a -30 °C en el
sistema CRIOBANK. Las cepas se reactivacion segun el procedimiento empleado por el
LCB y descrito por Rodriguez (2014). Se tom6 una esfera del aislamiento mediante un asa

bacterioldgica, se trasladé a una nueva placa con AN y distribuyé de forma homogénea
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realizando un rayado con la misma. Las placas fueron selladas e incubadas por 48 h a 30
°C. Una vez reactivado cada aislamiento se coloc6 en un medio liquido compuesto por 5 gl
1 de peptona proteasay 3 gl de extracto de carne a pH = 7. El cultivo bacteriano se mantuvo
en agitacion por cuatro dias a 150 rpm y 30 °C. Al finalizar el periodo de incubacion, se
realizé un control de calidad del cultivo para lo cual se inoculé 25 ul del fermento en placas
de Petri con AN y se distribuyé de forma homogénea sobre su superficie con un asa de
Drigalsky estéril. Luego, las placas se incubaron a 30 °C en oscuridad por 48 h. Posterior
al periodo indicado se comprobd que no ocurriera el crecimiento de bacterias u hongos

diferentes a la rizobacteria de interés.

Etapa de enraizamiento, aclimatacion y primera inoculacion

Se utilizaron plantulas de banano (Musa AAA) subgrupo Cavendish cv. Grande
Naine como unidad experimental. Al alcanzar las plantulas la fase Ill esto es cuanto
obtuvieron cuatro o cinco hojas abiertas y 50 mm de altura se realiz6 la primera inoculacion
con las cepas mencionadas previo a su trasplante a bandejas. Las raices descubiertas se
sumergieron en una solucién compuesta por una parte del cultivo bacteriano concentrado
y cuatro partes de agua destilada estéril. La suspension contenia 1x108 UFC ml2. El periodo
de exposicién de las raices en el indculo microbiano fue de 30 min. Al finalizar este periodo,
las plantas se sembraron en bandejas de 96 celdas con “peat moss” (sustrato). Las plantas
permanecieron en el invernadero para aclimatacion y desarrollo de raices por un periodo
de ocho semanas. Durante este intervalo, todas las plantas recibieron una aplicacién
semanal de fertilizantes foliares con potasio, calcio, magnesio, boro y zinc segun el
procedimiento normal utilizado en CORBANA. En las plantas testigo se incluy6 el nitrégeno
dentro del programa de fertilizacién foliar, mientras que en las plantas tratadas con las
bacterias se omitid este elemento, esto con el objetivo de evitar la inhibicion de las bacterias.

Las plantas se regaron dos veces al dia durante esta etapa.

Fase de crecimiento y reinoculacién

Luego de la etapa de enraizamiento y aclimatacion, las plantulas se trasladaron a
un invernadero de crecimiento donde se sembraron en potes de 1,8 L de capacidad con los
suelos provenientes de las dos zonas de produccion (este y oeste). El experimento N° 1 se
sembré con el suelo de la zona este, mientras que el experimento N° 2 con el suelo de la
zona oeste. Después de sembrado, las plantas se inocularon con 100 mL de la solucion

diluida compuesta por una parte del cultivo bacteriano y cuatro partes de agua destilada

50



estéril de cada una de las bacterias, a las tres, seis y nueve semanas siguientes al

trasplante.

Disefio de tratamientos

Los tratamientos constaron de dos factores. El factor uno abarco un testigo sin
aplicacion de nitrogeno y tres dosis de nitrdgeno semanales: 1 - 0%, 2 - 33 %, 3-66 % y
4 — 100 %. El factor dos consistio en los dos aislamientos bacterianos descritos y un testigo
sin bacteria. La interaccién de las cuatro dosis de nitrégeno y las dos cepas bacterias mas
el testigo formaron 12 tratamientos (Cuadro 2). Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos
utilizados en la evaluacion de dos aislamientos de Bacillus cereus el contenido de potasio,
fésforo, azufre y zinc en plantulas de banano (Musa AAA) bajo condiciones de invernadero.
Los tratamientos se utilizaron en ambos experimentos. Corporacion Bananera Nacional
(CORBANA), Pocaoci, Limén, Costa Rica, 2020.

Mantenimiento de los experimentos

Se aplicé un complemento de fertilizacion semanal el cual consistié en 100 mL de
una solucion nutritiva enriquecida con macro y micronutrientes mas la dosis de nitrégeno
correspondiente al tratamiento. El contenido mineral de dicha solucién consistio en 7,0;
28,3; 29,6; 16,4; 21,3; 0,01; 0,05; 0,02; 0,006; 0,001; 1,1 mg de P.0s, K;0, CaO, MgO, S,
B, Mn, Zn, I, Mo y Fe, respectivamente. Para Cu y Co, se aplicaron 0,06 y 0,06 ug. La dosis
de nitr6geno se especificd en el disefio de tratamientos. De forma complementaria, se
aplicaron 100 ml de agua por pote dos veces por semana. Para el combate de la Sigatoka
Negra (Pseudocercospora fijiensis), se aplicé mancozeb al 1 % del producto comercial
(Vondoceb®) una vez por semana. Se eliminaron las hojas bajeras senescentes, brotes

secundarios y tejido con sintomas de sigatoka negra.

Disefio Experimental

Para la distribucion de las plantas se utilizd la parcela dividida en ambos
experimentos. La parcela grande o principal comprendié las cuatro dosis de nitrégeno
indicadas (nivel 1). Una segunda parcela de menor tamafio la constituyo las dos cepas
bacterianas y un testigo sin bacteria (nivel 2). Cada interaccion entre estos dos factores se

repitié en diez oportunidades (una planta por repeticién, diez plantas por tratamiento). La
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asignacion tanto de las parcelas grande como de las pequefias se realiz6 completamente
al azar.

Cuadro 2. Descripcién de los tratamientos utilizados en la evaluacion de dos aislamientos
de Bacillus cereus el contenido de potasio, fésforo, azufre y zinc en plantulas de banano
(Musa AAA) bajo condiciones de invernadero. Los tratamientos se utilizaron en ambos
experimentos. Corporacion Bananera Nacional (CORBANA), Pococi, Limén, Costa Rica,
2020.

Tratamiento Nitrégeno Aislamiento Descripcion
aplicado (%)

1 0 Testigo Soln. Nutritiva + 0 mg N

2 33 Testigo Soln. Nutritiva + 8,48 mg N

3 66 Testigo Soln. Nutritiva + 16,96 mg N

4 100 Testigo Soln. Nutritiva + 25,7 mg N

5 0 SER-23 RPCV + Soln. Nutritiva + 0 mg N

6 33 SER-23 RPCV + Soln. Nutritiva + 8,48 mg N
7 66 SER-23 RPCV + Soln. Nutritiva + 16,96 mg N
8 100 SER-23 RPCV + Soln. Nutritiva + 25,7 mg N
9 0 BF-98 RPCV + Soln. Nutritiva + 0 mg N

10 33 BF-98 RPCV + Soln. Nutritiva + 8,48 mg N
11 66 BF-98 RPCV + Soln. Nutritiva + 16,96 mg N
12 100 BF-98 RPCV + Soln. Nutritiva + 25,7 mg N

RPCV: rizobacteria promotora de crecimiento vegetal.

Medicién de variables experimentales
Las variables que a continuacion se describen fueron evaluadas al momento de la

cosecha de los dos experimentos realizados.
Cosecha de plantas
La cosecha de los experimentos se inicid a las 16 semanas de trasplante, se

procedi6 a separar las diferentes estructuras raiz, cormo, tallo y hojas en bolsas rotuladas
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de papel para su secado y posterior analisis. Las muestras se colocaron en un horno a 75

°C por un periodo de tres dias.

Determinacién del contenido de potasio, fésforo, azufre y zinc en los tallos y hojas
de la planta

Para determinar el contenido de potasio, fosforo, azufre y zinc, se procedié a la
molienda de las muestras secadas al horno. Luego, cada muestra se homogeniz6 para
extraer tres submuestras, las cuales se analizaron por separado. Una vez las muestras
secas y molidas fueron a una digestion himeda con una mezcla de acido nitrico al 65% y
peréxido de hidrogeno al 30% (Diaz-Romeu & Hunter, 1978). El contenido de nutrimentos
se determind mediante un espectrofotémetro de emision 6ptico (ICP-OES, Optima 7300,
Perkin Elmer 2011). Para minimizar los costos del andlisis de los diferentes 6rganos, se
seleccionaron para analisis las hojas y tallos, los cuales representan un mayor porcentaje

del peso total en comparacion con las raices y el cormo.

Andlisis estadistico

Se utilizé el mismo andlisis estadistico de Ortega et al., (2022). Para las variables
“contenido de elementos” se les aplicd un analisis de varianza segun el disefo de parcelas
divididas, en el cual cada parcela grande recibié aleatoriamente un mismo nivel de
nitrdgeno, mientras que la parcela pequefia recibié un aislamiento bacteriano diferente. Se
comprobd que los datos satisfacian los supuestos del andlisis de varianza. El analisis se
realizé mediante la aplicacién de la funcién Ime (linear mixed effect) del paquete nime del
programa estadistico R (Pinheiro et al., 2020; R Core Team, 2020). Para la estimacion de
las medias globales de los niveles de K, P, S y Zn en las plantas tratadas con los
aislamientos y sus combinaciones (aislamiento x nivel de nitr6geno), se utilizé la funcién
emmeans (Lenth et al., 2021). Para probar la tendencia lineal de las dosis crecientes de N,
asi como el efecto conjunto del testigo de N con respecto a las dosis mayores que cero, se
utilizo la funcién contrast del mismo paquete nime (Pinheiro et al., 2020). Las medias de los
aislamientos se compararon entre si mediante una prueba de Tukey al 5 % de significancia,

con la funcién cld del paquete multcomp (Hothorn et al., 2008).
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Resultados

Concentracion foliar de P, K, Sy Zn en los tallos de las plantas sembradas en un
suelo proveniente de la zona este de produccidon (Experimento N°1)

Contenido de fosforo

Al agrupar los promedios de cada tratamiento por dosis de nitrégeno, se observa
que la inoculacion de las bacterias BF-98 y SER-23 no promovié una mayor absorcion del
nutriente P en las hojas o el tallo de las plantulas sembradas en el suelo proveniente de la
zona este (Figura 1). En promedio las aplicaciones del aislamiento BF-98 aumentaron de
5 a 10% el contenido de fésforo en el tallo a medida que se incrementd la dosis de N
(P<0,0004). Todas las aplicaciones de N aumentaron un 5% el contenido de P respecto a

los tratamientos sin nitrégeno (P<0,0003). Este efecto no se observo para las hojas.
Contenido de potasio

En los tallos la aplicacion del aislamiento SER-23 aumento el contenido de K cuando
se realizo el aporte de N en comparacion con el testigo (Figura 2). Al agrupar las
aplicaciones de las bacterias BF-98 y SER-23 estas favorecieron un aumento en el
contenido del K entre un 6 a 9% al aumentar el aporte de N (P <0,0001). Todas las
aplicaciones de N aumentaron el contenido de K en comparacién a los tratamientos sin
nitrdgeno (P<0,0001). Para las hojas de manera general, las aplicaciones de la bacteria BF-
98 causaron el incremento del contenido de K un 7%. No se determin6 efecto de la

aplicacion de las bacterias sobre el contenido de K.
Contenido de zinc

La inoculacién de las bacterias BF-98 y SER-23 promovié una mayor absorcion de
Zn en las diferentes partes de las plantas de banano (Figura 3) en ausencia de la aplicacion
de Ny con el uso de (33 % N). Esto fue apreciable en un aumento del 16 a 18% de zinc en
las hojas para los tratamientos inoculados con las bacterias BF-98 y SER-23 y en el tallo
un aumento del 15% para las plantas a las que se adiciond la bacteria BF-98 en las dosis
0% N. Por el contrario, se observé una relacidon inversa entre la accidon biofertilizante
realizada por las bacterias BF-98 y SER-23 y la fertilizacion nitrogenada a una dosis mayor
de (33 % N). El contenido de Zn de las hojas y tallo de plantas inoculadas con las bacterias
BF-98 y SER-23 fue similar al testigo para las dosis de 66 y 100 % N (P>0,05).
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En promedio el contenido de zinc aumento un 17% en el tallo a medida que se increment6
la dosis de N (P<0,0303). Este comportamiento se observé también en las hojas Unicamente
en el testigo (P<0,0181). Todas las aplicaciones de N en los tallos aumentaron en 16% el
contenido de Zn respecto a los tratamientos sin nitrégeno (P< 0,0006). Este efecto se

observo para las hojas solamente en las plantas testigo (P= 0,0046).
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Figura 1. Medias del contenido de fosforo, contrastes ortogonales, andlisis del efecto de
nitrégeno, estudio de la tendencia lineal y analisis de varianza para las hojas y el tallo de
plantulas de banano (Musa AAA cv. Gran Enano, subgrupo Cavendish), inoculados con
aislamientos de Bacillus cereus, y como sustrato un suelo de la zona este de produccién
del Caribe de Costa Rica. Corporacién Bananera Nacional (CORBANA), Pococi, Limén,
Costa Rica, 2020.
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Figura 2. Medias del contenido de potasio, contrastes ortogonales, analisis del efecto de
nitrégeno, estudio de la tendencia lineal y analisis de varianza para las hojas y el tallo de
plantulas de banano (Musa AAA cv. Gran Enano, subgrupo Cavendish), inoculados con
aislamientos de Bacillus cereus, y como sustrato un suelo de la zona este de produccién
del Caribe de Costa Rica. Corporacién Bananera Nacional (CORBANA), Pococi, Limén,
Costa Rica, 2020.

Contenido de azufre

La inoculacion de las bacterias BF-98 y SER-23 promovié una mayor absorcién de
S en los tallos de las plantas de banano (Figura 4) en ausencia de la aplicacion de N y con
la aplicacion de N (33 %). Esto fue apreciable en un 4 a 10% mayor contenido de azufre en
el tallo, con 0% Ny 33 % N, con respecto al testigo (P<0,0386). Por el contrario, se observd
una relacion inversa entre la accion biofertilizante realizada por las bacterias BF-98 y SER-
23y la fertilizacion nitrogenada a una dosis mayor de (33 % N). El contenido de azufre de
los tallos de plantas inoculadas con las bacterias BF-98 y SER-23 fue similar que el testigo
para las dosis de 66 % Ny 100 % N (P>0,05). Por su parte, la determinacién del contenido
de S en las hojas mostr6 una menor influencia por el uso de las bacterias. Esto fue
apreciable en el hecho que la bacteria SER-23 promovié la absorcién de un 18% mayor
contenido de S en este érgano a la dosis de 33% N y para la dosis 0% N mostré igualmente
una alta significancia (P= 0,0547). Sin embargo, la bacteria BF-98 no mostr6 esta

capacidad.
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De manera general, el contenido de azufre aument6 en 3 a 5% en el tallo de las
plantas inoculadas con la bacteria SER-23 y el testigo a medida que se incremento la dosis
de N (P<0,0048). Este comportamiento no se observo en las hojas. En los tallos todas las
aplicaciones de N aumentaron en 8% el contenido de azufre para la bacteria SER-23 y

testigo respecto a los tratamientos sin nitrégeno (P< 0,0072). Este efecto no fue apreciable

en las hojas.
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Figura 3. Medias del contenido de zinc, contrastes ortogonales, andlisis del efecto de
nitrégeno, estudio de la tendencia lineal y analisis de varianza para las hojas y el tallo de
plantulas de banano (Musa AAA cv. Gran Enano, subgrupo Cavendish), inoculados con
aislamientos de Bacillus cereus, y como sustrato un suelo de la zona este de produccion
del Caribe de Costa Rica. Corporacion Bananera Nacional (CORBANA), Pococi, Limon,
Costa Rica, 2020.

57



0.68 0.200

2 o0s6 ° 5 0.195
g 064 / SN o 0190
£ e S 0.185
= A ©
5 0e0 < 0180 AN
A @
It S 0175 — / N
g o0s8 —e—BF-98 S 0.170 —e—BF.98
§ os6 SERl-23 = g-lgg SER-23
S 054 Testigo £ Testigo
3] 8 o.185
ooz 0 33 66 100 0150
: 0 33 66 100
Dosis de N (%) Dosis de N (%)
%(N) 0 33 66 100 0 33 66 100
Contrastes P=0,05 P=0,05

BF-98 - SER-23 0,8929 0,8017 09955  0,9955 BF-98 - SER-23  0,7915 0,4039 0,0087 10,0386
BF-98 - Testigo 0,1339 0,1339 09955  0,5288 BF-98 - Testigo 0,0087 10,0386 0,0386 0,7915

SER-23 - Testigo  0,0547  0,0371 1 0,5840  SER-23 - Testigo 0,0386 0,0018 0,7915 0,1430
BF-98 SER-23 Testigo BF-98 SER-23 Testigo

linear 0,6702 0,7980 0,0623 0,1602  0,0048 <0,0001

N =0 vs N=0 0,5829 0,7972 0,0875 0,0736 0,0072  0,0005

Figura 4. Medias del contenido de azufre, contrastes ortogonales, andlisis del efecto de
nitrégeno, estudio de la tendencia lineal y analisis de varianza para las hojas y el tallo de
plantulas de banano (Musa AAA cv. Gran Enano, subgrupo Cavendish), inoculados con
aislamientos de Bacillus cereus, y como sustrato un suelo de la zona este de produccién
del Caribe de Costa Rica. Corporacién Bananera Nacional (CORBANA), Pococi, Limén,
Costa Rica, 2020.

Concentracion foliar de P, K, Sy Zn en los tallos de las plantas sembradas en
un suelo proveniente de la zona oeste de produccién (Experimento N° 2)

Contenido de fésforo

Bajo las condiciones de los suelos de la zona oeste en las que se realizé el estudio,
la inoculacion de las bacterias BF-98 y SER-23 no promovié una mayor absorcion del
nutriente P en las hojas o el tallo de las plantulas sembradas en el suelo de la zona oeste
(Figura 5). De manera general, en los tallos de los testigos, el contenido de fésforo
disminuy6 a medida que se incremento la dosis de N (P=0,0089). Este efecto no se observo
en los tratamientos inoculados con los aislamientos. En las plantas testigo, todas las
aplicaciones de N disminuyeron en 8% el contenido de P respecto a los tratamientos sin
nitrégeno (P= 0,0087).
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Figura 5. Medias del contenido de fésforo, contrastes ortogonales, andlisis del efecto de
nitrégeno, estudio de la tendencia lineal y analisis de varianza para las hojas y el tallo de
plantulas de banano (Musa AAA cv. Gran Enano, subgrupo Cavendish), inoculados con
aislamientos de Bacillus cereus, y como sustrato un suelo de la zona oeste de produccion
del Caribe de Costa Rica. Corporacion Bananera Nacional (CORBANA), Pococi, Limon,
Costa Rica, 2020.

Contenido de potasio

La inoculacion de la bacteria BF-98 promovi6é una mayor absorcién de K en los tallos
de las plantas de banano (Figura 6) esto en ausencia de la aplicacion de N y con la
aplicacion de una dosis de 33 % de N. Esto fue apreciable al encontrar en 3 y 10% mayor
contenido de K en el tallo, para las dosis de 0 % N y 33 % N, con respecto al testigo (P<
0,019). Por el contrario, se observéd un efecto inverso en la accién biofertilizante realizada
por la bacteria BF-98 y la fertilizacion nitrogenada a una dosis mayor de 33 % de N. Esto
fue apreciable en un 7% menor contenido de potasio de los tallos de plantas aplicadas con
la bacteria BF-98 respecto al testigo para la dosis de 66 y 100 % N (P <0,0001). Este efecto
no se logré observar en las hojas. En promedio para el tallo en los tratamientos aplicados
con la bacteria BF-98 y los testigos, disminuy6 entre un 6 a 8% el contenido de potasio a
medida que se incrementd la dosis de N (P <0,0001). El efecto contrario se observé con la

aplicacion de SER-23 (P =0,0001) en la que las aplicaciones de N aumentaron en 4% el
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contenido de K con la inoculacién de SER-23 (P=0,0003) y aumentaron en 6% en el testigo

(P =0,0001), respecto a los tratamientos sin nitrégeno.
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Figura 6. Medias del contenido de potasio, contrastes ortogonales, andlisis del efecto de
nitrdgeno, estudio de la tendencia lineal y analisis de varianza para las hojas y el tallo de
plantulas de banano (Musa AAA cv. Gran Enano, subgrupo Cavendish), inoculados con
aislamientos de Bacillus cereus, y como sustrato un suelo de la zona oeste de produccién
del Caribe de Costa Rica. Corporaciéon Bananera Nacional (CORBANA), Pococi, Limén,
Costa Rica, 2020.

Contenido de azufre

La inoculacion de las bacterias BF-98 y SER-23 no promovié una mayor absorcion
del nutriente S en las hojas o el tallo de las plantulas sembradas en el suelo de la zona
oeste de produccién (Figura 7). En promedio tanto en hojas como en tallo de las plantas
inoculadas con la bacteria BF-98 el contenido de azufre varié a medida que se incremento
la dosis de N (P< 0,0085) disminuyendo para el primero y aumentando en el segundo caso.
Este aumento también se observo en el tallo del testigo. Todas las aplicaciones de N
aumentaron el contenido de S para el tallo de las plantas inoculadas con el aislamiento
SER-23y en el testigo y en las hojas Unicamente en las plantas tratadas con la bacteria BF-
98 respecto a los tratamientos sin nitrogeno (P< 0,0089).
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Figura 7. Medias del contenido de azufre, contrastes ortogonales, analisis del efecto de
nitrégeno, estudio de la tendencia lineal y analisis de varianza para las hojas y el tallo de
plantulas de banano (Musa AAA cv. Gran Enano, subgrupo Cavendish), inoculados con
aislamientos de Bacillus cereus, y como sustrato un suelo de la zona oeste de produccion
del Caribe de Costa Rica. Corporaciéon Bananera Nacional (CORBANA), Pococi, Limén,
Costa Rica, 2020.

Contenido de zinc

En ausencia de la aplicacion de nitrdgeno o con la aplicacion de este, la inoculacién
de las bacterias BF-98 y SER-23 no promovié un mayor contenido del nutriente Zn en las
hojas o el tallo de las plantulas (Figura 8). En las hojas de las plantas inoculadas con la
bacteria BF-98 y el testigo, asi como en los tallos tratados con el aislamiento SER-23 y el
testigo, el contenido de azufre en promedio varié a medida que se incrementé la dosis de
N (P< 0,0034) disminuyendo en 11 a 20% en las hojas y aumentando entre 3 a 16% en los
tallos. Las aplicaciones de N modificaron el contenido de Zn en hojas y tallo de las plantas
inoculadas con ambos aislamientos con excepcion de la bacteria SER-23 en las hojas. Para
este 6rgano el aporte de N caus6 la disminucion en 10% de la absorcidén de Zn y para los
tallos caus6 el incremento en 15% del contenido de este nutriente respecto a los

tratamientos sin nitrégeno (P< 0,0253).
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Figura 8. Medias del contenido de zinc, contrastes ortogonales, analisis del efecto de
nitrégeno, estudio de la tendencia lineal y analisis de varianza para las hojas y el tallo de
plantulas de banano (Musa AAA cv. Gran Enano, subgrupo Cavendish), inoculados con
aislamientos de Bacillus cereus, y como sustrato un suelo de la zona oeste de produccién
del Caribe de Costa Rica. Corporacién Bananera Nacional (CORBANA), Pococi, Limén,
Costa Rica, 2020.

Discusion

En una evaluacion realizada por Ortega et al., (2022) se logr6 comprobar la
capacidad de los aislamientos SER-23 y BF-98 para aumentar el crecimiento y el contenido
de nitrégeno de diferentes érganos (cormo, tallo y hojas) de las plantulas de banano en
suelos representativos del area de produccion del cultivo de banano.

El incremento del contenido de zinc en las en hojas y tallos, junto al aumento de
azufre en los tallos cuando se inocularon las bacterias SER-23 y BF-98, y el aumento
observado de potasio para la cepa SER-23, demuestra que estos aislamientos tuvieron la
capacidad de aumentar la absorcion de nutrientes en las plantas inoculadas.

Este efecto de estimulacién en la absorcion de elementos Zn, S y K puede estar
relacionado con la sintesis de compuestos organicos que permiten la oxidacion de formas
insolubles de estos elementos a formas solubles, la sintesis de enzimas y la formacion de

quelatos por parte de estas bacterias lo que se traduce en el suministro adicional de estos
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nutrientes (Khatoon et al., 2020; Meena et al., 2017; Ruzzi & Aroca, 2015; Singh et al.,
2011).

Las cepas SER-23 y BF-98 han demostrado propiedades beneficiosas para la
promocién de crecimiento y el incremento en el contenido de nitrégeno en diferentes
organos (Ortega et al., 2022). Se ha asociado la capacidad de las BPCV con la sintesis de
fitohormonas como el 4cido indolacético, el cual estimula una mayor emisidon de raices
absorbentes promoviendo la capacidad de absorcion de agua y nutrientes (Ali & Khan,
2021; Mekonnen & Kibret, 2021; Shameer & Prasad, 2018). La mayor absorcién por las
plantas inoculadas con las cepas estudiadas se presento en las plantas sembradas en los
suelos de la zona este. Estos suelos contenian una mayor cantidad de P, Ky Zn. Se podria
indicar que esta condicion favorecié la capacidad de los aislamientos para solubilizar una
mayor cantidad de Ky Zn, pero no de P.

Existe poca informacion sobre la aplicacién de B. cereus en Musa sp. y su efecto en
el contenido de nutrientes. En esta investigacion, el aumento alcanzado en la absorcién de
hojas y tallos fue de un 15 al 18% para Zn. En los tallos el incremento fue de un 4 a 10%
para el Sy deun 3 a 10% en el caso del K. Dentro de los pocos estudios reportados Souza
et al., (2016) encontré al evaluar en invernadero al cultivar Prata Ana (AAB) y un consorcio
de Bacillus + Lysinibacillus sp.+ Paenibacillus sp. y otras bacterias, un incremento en el
contenido total de K, Sy Zn en un 22 a 75%, 2 a 36% y 10 a 55% respectivamente. Otra
investigacion desarrollada en campo con el cultivar Virupakshi (Musa AAB) al cual aplicaron
Pseudomonas fluorescens en combinacién con quitina reporté el aumento en el contenido
de P y K en las hojas de 47 y 21% respectivamente (Kavino et al., 2010). En ambos casos
las bacterias estudiadas se utilizaron en combinacién con otros organismos 0 con un
acarreador para favorecer la accion promotora sobre las plantas.

En el presente estudio, no se encontré respuesta a la inoculacién de los aislamientos
en ambos suelos cuando se aplicéd una dosis superior a 33% N (8,48 mg semanales). Esto
sugiere que una alta disponibilidad de nitrégeno influye de manera negativa en la actividad
de los aislamientos. Correspondiendo con lo reportado por otros investigadores los cuales
indican que una alta disponibilidad de nitrdgeno puede inhibir la actividad de las bacterias,
su capacidad de solubilizar nutrientes y de estimular su absorcién (Baset Mia, Shamsuddin,
& Mahmood, 2010). El suelo de la zona oeste alcanzé un contenido de nitrdgeno 60% mayor
al suelo del este. Esta diferencia pudo ser otro factor que disminuy6 la capacidad de estas

cepas para solubilizar nutrientes. En este sentido un alto aporte de fertilizante nitrogenado
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proveniente de fertilizantes sintéticos o proveniente de una aplicacion organica no madura

podria inhibir la actividad de los aislamientos estudiados.

Conclusiones

La aplicacion de los aislamientos BF-98 y SER-23 causaron una mayor absorcion
de zinc en las hojas y tallos de las plantas que crecieron en los suelos provenientes
de la zona este de produccion. Estos aislamientos también lograron un incremento
en la absorcion de potasio y azufre en los tallos de plantas también de la zona este.
Las cepas estudiadas no lograron aumentar la absorcion de K, Zn, Sy P en las
plantas inoculadas y que crecieron en los suelos de la zona oeste. Lo anterior
demuestra que las condiciones de los suelos son fundamentales para un proceso
exitoso de la colonizacion de la rizosfera.

El procedimiento utilizado para evaluar estos aislamientos se considera adecuado,
permitiendo la seleccién de candidatos con potencial de ser evaluados como BPCV.
En este sentido los candidatos evaluados permiten continuar con evaluaciones en
campo.

Una disponibilidad de nitrégeno superior a 8,48 mg semanales podria causar la

inhibicién de capacidad de solubilizar Zn, S y K de las bacterias estudiadas.

Recomendaciones:

El procedimiento de evaluacién de candidatos a BPCV demostro ser efectivo, se

recomienda continuar evaluando candidatos ya que en la actualidad se tiene pocos

aislamientos con estas propiedades. Futuras evaluaciones pueden considerar la utilizacion

de consorcios bacterianos como una forma de aumentar las posibilidades de éxito al

combinar diferentes organismos y estimulos.

Se debe continuar con una fase de campo la cual permite evaluar la viabilidad de

los aislamientos utilizados en condiciones mas extremas y sometidos a la competencia con

otras comunidades de microorganismos. La investigacién debe estar acompafiada con el

uso de acarreadores como compost, biocarbon u otro sustrato que aumente la posibilidad

de adaptacion de los aislamientos utilizados.
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6. Discusion Global

El incremento del peso seco que mostraron las plantas inoculadas con los
aislamientos BF-98 y SER-23 demuestra que estas bacterias tienen propiedades para
mejorar el crecimiento. No esta claro el mecanismo por el cual los aislamientos utilizados

provocaron este mayor crecimiento, pueden ser varios los factores responsables.

Por ejemplo, algunos autores atribuyen la estimulacion en el crecimiento ocurrida en
las plantas a la sintesis de fitohormonas y la accién promotora de crecimiento que producen
las bacterias presentes en la rizosfera (Basu et al., 2017; Chauhan et al., 2015; Lobo et al.,
2019). El mayor crecimiento en las plantas inoculadas pudo deberse a una abundancia de
nitrégeno encontrado en las hojas y pseudotallos como consecuencia de la fijacion biolégica

realizada por las bacterias.

Es conveniente considerar que factores edaficos pueden afectar tanto el crecimiento
de las plantas como el comportamiento de los aislamientos. Asi, las condiciones del suelo
demostraron ser un factor determinante en la capacidad de las bacterias para expresar sus
propiedades. La zona este de produccion presentd mayor fertilidad, menor acidez
extractable y mayores contenidos de arcilla, estos factores pudieron promover el

crecimiento de las plantas inoculadas con el aislamiento SER-23.

De igual forma, una baja disponibilidad de nitrégeno parece ser el factor que mas
pudo favorecer el efecto estimulante de la cepa SER-23. Lo que se comprob6 al no
encontrar un efecto promotor al adicionar cantidades de nitr6geno superiores a los 8,48 mg

semanales. Esta dependencia debe considerarse como un factor determinante en este
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aislamiento ya que un suelo con altos contenidos de nitrdgeno o el aporte constante de este
elemento podria inhibir la actividad de la bacteria.

La promocion de crecimiento alcanzado por BF-98 en el suelo oeste a la dosis de
8,48 mg semanales parece comprobar que este aislamiento requiere de una cierta cantidad
inicial de nitrégeno para promover la ganancia de peso. Este comportamiento se desvia del
mostrado por SER-23 en el suelo del este.

La aplicacion de cantidades superiores a 8,48 mg semanales de N no logré causar
cambio en el peso seco. La inhibicion de la capacidad de las bacterias para causar la
promocion de crecimiento por efecto de la disponibilidad de nitrégeno ha sido previamente
sefialada (Baset Mia, Shamsuddin, Wahab, et al. 2010). Estos autores reportaron una
disminucion en la capacidad de las bacterias de fijar nitrégeno al aumentar la disponibilidad
de nitrégeno en el sustrato.

Los aislamientos bacterianos BF-98 y SER-23 incrementaron el contenido de N en
todas las estructuras de la planta. El aumento en el tenor de N en diferentes érganos luego
de la inoculacion puede ser la confirmacién de la capacidad de fijacion de N por parte de
estas cepas estudiadas (Singh et al., 2020).

El incremento del contenido de zinc en las en hojas y tallos, junto con al aumento de
azufre y potasio en los tallos cuando se inocularon las bacterias SER-23 y BF-98 demuestra
que estos aislamientos tuvieron la capacidad de aumentar la absorcion de nutrientes en las
plantas inoculadas.

Una las propiedades de algunas BPCV es la sintesis de pequefias cantidades de
fitohormonas, como el acido Indolacético, el cual estimula la emisién de raices o pelos
absorbentes que tienen la capacidad de absorcién de agua y nutrientes (Ali & Khan, 2021,
Mekonnen & Kibret, 2021; Shameer & Prasad, 2018). No se logr6 comprobar una mayor
cantidad de raices en las plantas inoculadas en esta investigacion. Sin embargo, dada la
dificultad de poder evaluar la produccién de raices finas y pelos absorbentes, no se descarta
que la accion de estos aislamientos pudo favorecer la capacidad de las plantas inoculadas
de absorber agua y nutrientes.

Se ha reportado que algunos géneros de bacterias pueden emitir pequefas
cantidades de compuestos organicos los cuales oxidan las formas no disponibles de Zn, S
y K a formas solubles. Al mismo tiempo que realizan procesos como la sintesis de enzimas
y la produccién de moléculas complejas como quelatos los cuales significan un aporte
adicional de nutrientes (Khatoon et al., 2020; Meena et al., 2017; Ruzzi & Aroca, 2015;

69



Singh et al., 2011). Estos procesos pueden ser los responsables del mayor contenido de
estos elementos en los 6rganos de las plantas inoculadas.

Por otra parte, el mayor contenido inicial de nutrientes de los suelos fue una
condicién que parecio afectar también la capacidad de los aislamientos de aumentar la
disponibilidad de nutrientes y su absorcion. Ejemplo son los suelos de la zona este de
produccién los cuales contenian una mayor reserva de P, K y Zn. Esta condicién pudo
causar una mayor solubilizacién de nutrientes favoreciendo su absorcion por las plantas.

En ambos experimentos no se encontrd respuesta a la aplicacion de los aislamientos
SER-23 y BF-98 cuando se aplicé una dosis de 66% de N o superior. La mayor cantidad de
nitrégeno afecto la capacidad de los aislamientos para aumentar el contenido de nitrégeno,
potasio, azufre y zinc en los diferentes 6rganos de la planta.

La disponibilidad de nitrégeno en el sustrato parece ser un factor determinante en la
capacidad de los aislamientos estudiados para fijar nitrdgeno atmosférico y promover el
crecimiento. Varios investigadores han observado que una alta disponibilidad de nitrégeno
inhibié la actividad de las bacterias estudiadas y su capacidad de solubilizar nutrientes y
estimular su absorcion (Baset Mia, Shamsuddin, & Mahmood, 2010).

Los resultados de esta investigacion pueden significar un primer aporte para las
futuras iniciativas que tengan como objetivo aumentar la sostenibilidad en la produccién de
alimentos que debe estar orientada al cumplimiento de los objetivos del desarrollo
sostenible.

La supervivencia del ser humano depende de la utilizacién de los recursos naturales
y del ambiente. El progreso econémico y social no debe ser sinbnimo de contaminaciéon y
destruccién del ambiente, ya que nuestro destino esta ligado al uso que damos a los
recursos que posee el planeta. La destruccién acelerada y la sobreexplotacion de estos
ponen en peligro la supervivencia de las futuras generaciones. La ciencia y tecnologia debe
tener como un objetivo permanente el desarrollo de técnicas que disminuyan al maximo el
impacto de nuestras actividades.

Los lideres mundiales aprobaron la adopcién de un conjunto de objetivos globales
cuya finalidad fue el de marcar una ruta a través de la cooperacion mundial para alcanzar
el desarrollo sostenible de las naciones y asegurar la prosperidad para todos. Los
involucrados es este proceso son los gobiernos, el sector privado, la sociedad civil y las
personas (Naciones Unidas 2015). Los objetivos de este proyecto de investigacion podrian

incluirse en varios de los objetivos del desarrollo sostenible.
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La produccion de las bacterias promotoras de crecimiento puede convertirse en una
mejora en tecnologia disponible en la produccion de alimentos reduciendo la utilizacion de
insumos sintéticos y fertilizantes los cuales tienen efectos acumulados en el ambiente. La
produccién y consumo responsable consiste en hacer mas con menos, es volverse mas
eficiente, en este concepto el uso de bacterias podria aportar mucho a la mejora de los
rendimientos en la produccién de alimentos, la resiliencia de los cultivos y su adaptacion al
cambio climatico. Siendo parte del objetivo 12 del desarrollo sostenible.

La produccion de alimentos estd en riesgo debido al cambio climatico, segun la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién, las sequias mas
largas e intensas y el calentamiento de los océanos afectan la productividad de los cultivos,
la ganaderia y pesca. La solucion es la agricultura sostenible, la adaptacion, investigacion
y el aumento de la resiliencia de los sistemas agricolas (Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacién, 2023). El uso de las bacterias es el primer paso
en el desarrollo de una nueva agricultura sostenible en la cual los cultivos sean
seleccionados no solo por sus rendimientos, también por su adaptacion y resiliencia

La aplicacion de fertilizantes nitrogenados y su relacién con la formaciéon de 6xido
nitroso representa una importante contribucién dentro de los gases efecto invernadero. La
mayoria de los fertilizantes son traidos de Asia y Europa, su transporte causa una huella
de carbono. Ambas contribuciones a la emision de gases efecto invernadero serian
disminuidas si estos fertilizantes fueran sustituidos en parte por un fertilizante verde local.

Esto puede significar la disminuciéon en la utilizacion de miles de toneladas de
fertilizantes nitrogenados que son aplicados todos los afios. Su empleo podria beneficiar a
la produccién de alimentos en agroecosistemas convencionales como en sistemas de
subsistencia (baja cantidad de insumos). Realizando una importante acciéon en beneficio
del clima siendo este otro de los objetivos del desarrollo sostenible que se encuentran
dentro de los alcances de este proyecto de investigacion.

Los fertilizantes nitrogenados son muy solubles y sufren escorrentia moviéndose
como nitratos hacia las vias y cuerpos de agua. La disminucién en el uso de fertilizantes,
sintéticos y agroquimicos reducird la liberacién de sustancias con efectos nocivos a los
ambientes acuaticos y marinos causantes de procesos como la eutrofizacion, la disminucion
del oxigeno y muerte de la biota acuética. Se estara disminuyendo la presion sobre estos
ambientes, se protege la diversidad del microbioma, la cual es esencial para mantener el

equilibrio entre poblaciones coexistentes de un mismo habitat. De esta forma el uso de
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bacterias promotoras de crecimiento ayuda al cumplimiento de los objetivos de proteccion
de la vida submarina y vida de ecosistemas terrestres (objetivos 14 y 15 respectivamente).

La salud de los trabajadores encargados de la aplicacion de fertilizantes es otro
factor que podria verse beneficiada al disminuir la cantidad de fertilizantes a utilizar. El uso
de estas sales concentradas requiere un equipo de proteccién basico para prevenir el
contacto directo con estas sustancias las cuales son irritantes y pueden causar la afectaciéon
de la piel por contacto o respirar el polvo y vapores desprendido por ellos.

Segun las Naciones Unidas (2023) existen cerca de 250 millones de personas que
se podrian encontrar al borde de la hambruna. Esto como consecuencia de los conflictos
sociales, cambio climatico y las recesiones econdmicas en paises tercermundistas. En
estas circunstancias los recursos son muy escasos Y las condiciones de produccion muy
inhdspitas, la produccion de alimentos con escaza cantidad de insumos y cultivos resilientes
es necesaria. La utilizaciéon de las bacterias promotoras de crecimiento en cultivos de alta
resiliencia y adaptados a condiciones de baja cantidad de insumaos, fertilizante y agua puede
ser una forma de contribucién al objetivo nimero 2 hambre cero de los objetivos del
desarrollo sostenible.

La investigacion actual debe estar orientada en el desarrollo sostenible y en varios
de sus objetivos los cuales fueron desarrollados para lograr el bien comdn. Los resultados
de esta investigacion son un paso en el desarrollo de nuevas tecnologias para la produccion
de una agricultura adaptada a las condiciones ambientales ocasionadas por el cambio
climatico y por la necesidad de cultivos capaces de mantenerse altamente productivos a
pesar de presentar condiciones no ideales para su crecimiento. Esto es contrario a la forma
convencional de produccion de alimentos la cual esta basada en los principios de la
revolucion verde, cuyo objetivo es alcanzar los mayores rendimientos con el uso de una
alta cantidad de insumos sintéticos y la modificacion del ambiente. El objetivo de la nueva
agricultura sostenible es la disminucion en el uso de estos insumos. La nueva agricultura
sostenible debe estar fundamentada no en alcanzar el maximo rendimiento productivo, pero

si en lograr el menor impacto sobre el ambiente.

7. Conclusiones globales:

La inoculacién de las cepas BF-98 y SER-23 causoé el aumento de materia seca en
las plantas de banano. Esta promocion en el crecimiento se redujo en respuesta al

incremento en el aporte de nitrégeno inorganico.
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La inoculacion de los aislamientos BF-98 y SER-23 elevo el contenido de N en todos
los 6rganos de la planta. Estas cepas incrementaron también la absorcion de Zn en hojas
y tallos, del K en los tallos de ambas zonas y S en los tallos de la zona este.

Incrementar la disponibilidad de nitrdgeno en el suelo afecté de forma negativa la
capacidad de los aislamientos estudiados para lograr la promocion de crecimiento y el
aumento en el contenido de nutrientes N, K, Zny S.

Los suelos bananeros pueden ser una fuente de microorganismos con potencial para
ser utilizados como promotores de crecimiento vegetal, fijadoras de nitrégeno y
solubilizadores de potasio, zinc y azufre.

El procedimiento utilizado para evaluar estos aislamientos fue similar al utilizado en
otros proyectos de prospeccion de BPCV. El mismo permitié la seleccién de candidatos con
potencial para ser considerados como BPCV estos podran continuar siendo evaluados en
condiciones de campo

Los resultados alcanzados permiten concluir que aun existe potencial que estudiar en
la microbiologia presente en los suelos de los sistemas agricola bananeros. Esto representa
un paso mas para lograr un cambio en la forma de produccion actual y futura en bdsqueda

de una produccién mas sostenible.

8. Recomendaciones

Llevar a cabo programas de prospeccion de candidatos a BPCV. Estos programas
deben contemplar la creacion de colecciones de los aislamientos para su preservacion y
proteccion, asi como la evaluacion de los candidatos.

Las futuras evaluaciones deben incluir la interaccién con otros organismos ya que la
solucién o la busqueda de una agricultura sostenible no dependera de un solo organismo
sino de la combinacién de varios organismos o consorcios de estos BPCV las cuales
puedan adaptarse a las condiciones del ambiente y potenciar su supervivencia.

Los candidatos a ser BPCV deben presentar una serie de caracteristicas como la
tolerancia a ciertos agroquimicos utilizados en la industria siendo importante la realizacion
de pruebas en campo que permitan evaluar el comportamiento y la adaptacion de estos
aislamientos.

Se recomienda el desarrollo de pruebas con técnicas moleculares que permitan
determinar poblaciones tanto del inoculo inicial como en el campo posterior a su
inoculacion. Esto permite la obtencion de informacion sobre la abundancia o la ausencia

del organismo de interés y si es necesaria aplicaciones sucesivas de estas BPCV.
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El empleo de BPCV debe estar acompainado de una serie de cambios en los sistemas
productivos que permitan la supervivencia de estos organismos. Nuevas practicas
culturales deben ser adaptadas y una disminucion en el uso de fertilizantes nitrogenado es

fundamental para el éxito.
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