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La siguiente investigacion plantea la aislacion de bacterias que promueven la germinacion del tomate
cherry, para ello se aislaron bacterias enddfitas y epifitas aisladas de la raiz de la planta, de las que se
prepar6 caldo de cultivo y se sembrd en placas. Las semillas anteriormente seleccionadas fueron
sumergidas y dispuestas en camaras oscuras para el estudio de la germinacion. Las semillas germinaron
al cabo de 3 dias de estudio, pudiendo deducir un posible efecto positivo en la germinacion de las
plantulas con los indculos, asi como del estado nutricional de las semillas, con un rendimiento alto
respecto a las semillas que se encontraban sin inéculo.
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This investigation aimed to isolate bacteria that promote the germination of the cherry tomato. For this
purpose, endophytic and epiphytic bacteria isolated from the root of the plant were isolated, from which
culture broth was prepared and planted. The previously selected seeds were submerged and arranged
in dark chambers for germination study. The seeds germinated after 3 days of study, being able to
deduce a possible positive effect in the germination of the seedlings with the inocula, and the nutritional
status of the seeds, with a high yield regarding seeds without inoculum.
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Introduccidn

El tomate es la principal hortaliza cultivada en todo el
mundo, tanto a cielo abierto como en invernadero (Flo-
res et al., 2007). El tomate es originario de América del
Sur, aunque se considera a México como el centro de
su domesticacion; con la llegada de los espafioles se
expandio al viejo continente y de ahi a todo el mundo;
con su comercializacion y la difusion lograda, actual-
mente forma parte de la dieta alimenticia de varias
culturas. Se considera que a nivel internacional, las
hortalizas junto con las frutas ocupan en nuestros dias
el segundo lugar de los productos agropecuarios,
después de los cereales. Se estima que tan solo dos
hortalizas contribuyen con el 50% de la produccion en
el mundo: la papa y el tomate, lo cual nos indica el
enorme valor que este ultimo cultivo representa no solo
en el comercio, sino también en el sistema alimentario
mundial.

De acuerdo a las estimaciones de la FAO, que no hacen
distincion entre tomate para consumo fresco e industrial,
el tomate es la hortaliza méas cultivada en el mundo,
alcanzando 4,8 millones de hectareas en el afio 2017,
con una produccion de 179 millones de toneladas. A
nivel mundial, el tomate se considera la hortaliza mas
importante, ocupando el primer lugar tanto en superfi-
cie como en volumen de produccion.

En Chile ocupa el lugar 40° en superficie, con 15.833
hectareas, y el lugar 24° en produccion, con 993.076
toneladas, lo que permite visualizar que los rendimien-
tos promedio alcanzados a nivel nacional superan a los
de varios paises (63 ton/ha; posicion 34) (FAO, 2017).
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A nivel nacional y desde el punto de vista de la alimen-
tacion de la familia chilena, el tomate también es con-
siderado la hortaliza mas importante. Ocupa el primer
lugar dentro de las hortalizas de la canasta (ponderacion
de 0,32%), lo que significa que es la hortaliza a la que
los hogares destinan mas recursos, de acuerdo a los
datos entregados por el Instituto Nacional de Estadis-
ticas (INE) (ODEPA, 2014).

Una nueva forma de hacer agricultura, vinculada con
la produccion de alimentos sanos y orientados al mer-
cado de exportacion ha venido ganando importancia
en la agricultura mundial desde los afios 80; esta es la
agricultura organica, ecoldgica o bioldgica, la cual se
define como un sistema de produccion que utiliza in-
sumos naturales a través de practicas especiales, como
composta, abonos verdes, control biolégico, repelentes
naturales a base de plantas, asociacion y rotacion de
cultivos, entre otros mas, este tipo de agricultura exclu-
ye insumos de sintesis quimica (Goémez et al., 2003).
La produccion organica, es un método agricola en el
cual no se utilizan fertilizantes ni plaguicidas sintéticos;
esto coincide, en forma general, con la normatividad
de algunos paises como México, Europa, Estados Uni-
dos y Japon (FAO, 2001).

Los biofertilizantes en base a microorganismos se re-
velan como una estrategia importante para lograr una
agricultura sustentable, el uso de biofertilizantes, via
microorganismos que habitan la rizésfera del suelo en
estrecha relacion con la planta, su utilizacion permite
disminuir insumos quimicos, reduciendo el impacto
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ambiental desfavorable que se vive en los Ultimos afios,
permitiendo obtener ahorros econémicos, incrementar
rendimientos, mejorar la salud general de las plantas y
regenerar paulatinamente las caracteristicas fisicas,
quimicas y biolégicas de los suelos (Gémez et al., 2003).
Entre los organismos microbianos mas estudiados y
empleados como biofertilizantes y antagonistas de
enfermedades se encuentran las bacterias Rhizobium,
Azospirillum y los hongos micorricicos arbusculares
como Glomus, entre otros.

Con base en lo antes sefialado, consideramos que este
trabajo modestamente pudiese favorecer el uso de
biofertilizantes para aquellos productores interesados
en una agricultura organica amigable con el medio
ambiente y de bajo impacto ambiental.

Hipotesis

Las bacterias enddfitas y epifitas aisladas de la raiz de
Solanum lycopersicum (tomate cherry) promueven la
germinacion de las semillas de tomate cherry.

Objetivo general

Evaluar los efectos de las bacterias enddfitas y epifitas
aisladas de Solanum lycopersicum (tomate cherry) como
promotores en la germinacion de sus semillas.

Objetivos especificos

e Aislar bacterias endoéfitas y epfifitas de la raiz de
Solanum lycopersicum (tomate cherry).

e Evaluar el efecto de las bacterias en la germinacion
de la semilla de Solanum lycopersicum (tomate
cherry).

Metodologia
Aislamiento de Bacterias

A partir de la raiz de una planta de tomate cherry se
dividio la muestra en dos, 1,769 gramos para el aisla-
miento de bacterias epifitas y 1,675 gramos para las
bacterias endofitas, ambas muestras fueron lavadas en
agua para retirar la tierra que tenian. Una de las mues-
tras fue desinfestada para quitar las bacterias que
quedan fuera y asf asegurarse solo de aislar las de
dentro, la desinfestacion se realizé lavando la muestra
en etanol y luego en agua estéril, para proceder a mo-
lerla, luego ambas muestras (molida y entera) fueron

puestas en tampon PBS (tampodn fosfato salino) pH 7,2
y llevadas al sonicador por 5 minutos. Luego de esto
se realizaron diluciones seriadas de 1:10; 1:100; 1:1000;
1:10000 con tampdén PBS y se dispuso a sembrar en
placas con medio de cultivo TSA (Agar tripticasa Soja).
La siembra fue con rastrillo poniendo 100 L de cada
dilucion por duplicado en las placas y se dejo incuban-
do por aproximadamente 48 horas a 25°C.

Posterior a ello se realizd el recuento de unidades for-
madoras de colonias (UFC) a las placas en donde era
mas facil hacerlo, aquellas que tenian mayor factor de
dilucion, ademas se realiz6 el recuento de colonias
diferentes y se aislaron. La aislacion de realizd también
en placas Petri con medio de cultivo TSA al 50%, pero
esta vez con el método de siembra por estrias y al igual
que las anteriores se dejaron incubar de 24 a 48 horas
a 25°C.

Tincion Gram

La muestra se dispuso en un portaobjeto previamente
marcado con el nombre de la cepa en lapiz grafito y
fue fijada mediante calor. Posterior a ello, se agrego
cristal violeta en cantidad suficiente para cubrir el frotis
y se dejo actuar por 1 minuto, después se lavé con el
minimo de agua para eliminar el exceso de colorante
cuidando que el chorro no cayera directamente en la
muestra, se le agrego lugol en cantidad suficiente para
cubrir el frotis y se dejo actuar por 1 minuto. Se lavo
con agua nuevamente y se decolord con alcohol hasta
que el efluente saliera incoloroy se lavd con agua para
eliminar el exceso de disolvente, después se agrego
safranina en cantidad suficiente hasta cubrir el frotis y
se dejo actuar 1 minuto, se lavé con agua para eliminar
el exceso del colorante de contraste y se puso a secar
la preparacion a temperatura ambiente, posterior a ello
se observo al microscopio.

Ensayo de Germinacion de Semilla

Las 8 cepas seleccionadas anteriormente fueron sem-
bradas en el medio TSA de forma estriada y fueron
incubadas de 24 a 48 horas. Posteriormente se prepa-
ré el indculo en caldo TSB (triptona de soja) al 50%,
para las 8 diferentes cepas, en agitacion por 16 a 18
horas.

Se preparo el patron (McFarland) como referencia para
ajustar la concentracion de cada solucion a 0,5 McFarland,
es decir, a la primera turbidez visible, 1o que equivale
a 108 células/mL. Para disolver se utilizé agitacion con
Vortex, por 1 minuto.
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Tratamiento de las Semillas

Las semillas fueron desinfectadas en alcohol al 70%
por 3 minutos. Después fueron enjuagadas 5 veces con
agua destilada estéril. Finalizado el enjuague, se su-
mergieron en hipoclorito de sodio al 3% por 3 minutos
y por ultimo se enjuaga 5 veces con agua destilada
estéril, se disponen en una placa Petri con toalla nova
estéril para acelerar el secado de las semillas.

Se sumergieron las semillas estériles dentro del caldo
de bacterias en medio PBS, se agité por 5 minutos
aproximadamente y se pusieron en una camara oscura
-placa Petri con papel absorbente y una malla donde
se dispusieron las semillas-, se incubd en oscuridad
entre 20-25°C y se controld diariamente la germinacion
por aproximadamente 15 dias.

Resultados

Las colonias bacterianas obtenidas tanto epifitas como
enddfitas se mantuvieron en cultivo sobre medio TSA
50% vy se les llevé a cabo una caracterizacion morfolé-

gica basandose en los criterios de forma colonial, el
tipo de superficie, elevacion del crecimiento y tipo de
borde, dandoles nombre a cada cepa distinta segun lo
observado. Algunas se mostraron blancas, amarillas,
naranjas y rosadas, con aspecto lechoso la mayoria
pero una en particular con una especie de filamentos,
las que presumiblemente sean bacterias propias de la
rizosfera de la planta.

Al realizar la tincion gram a ocho cepas seleccionadas,
cinco de estas demostraron ser gram positivo (+) y tres,
gram negativo (-). En cuanto a sus caracteristicas mor-
folégicas seis cepas demostraron ser cocos y tres
bacilos.

También se evalu¢ el efecto de las bacterias endofitas
y epifitas en la germinacion de las semillas, para ello
se eligieron 8 cepas anteriormente seleccionadas en el
proceso de aislacion y se dejaron en promedio 6 a 7
dias germinar, de los 8 aislados 3 presentaron una
estimulacion en la germinacion. Los aislados que pre-
sentaron esta caracteristica fueron B’1.2, A3.3y A'3.1.
El aislado B’1.2 (enddfito) presentd una velocidad de
germinacion de 9,14 semillas germinadas por dia y el
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tiempo en que comenzaron a germinar fue de 2,5 dias,
mientras que para A3.3 (epifita) la velocidad fue de 10,5
semillas germinadas por diay el tiempo en que comen-
zaron a germinar fue de 4 dias, mientras que para la
cepa A’3.1 (epfifita) la velocidad fue de 10,25 semillas
germinadas por dia y el tiempo en que se demord en
germinar fue de 4 dias (Tabla N° 1, GraficoN° 1y N°2).

REVISTA DE INVESTIGACIONES ESCOLARES

Todos los aislados generan una mayor velocidad de
germinacion de semillas, pero no alcanzan a ser dife-
rencias significativas, debido a que las desviaciones
estandar son altas y no se presentan diferencias signi-
ficativas en los porcentajes de germinacion de semillas
alos 7 dias.
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Grafico N° 1. Semillas germinadas de tomate Cherry por dia inoculadas con bacterias enddfitas.
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Grafico N° 2. Semillas germinadas de tomate Cherry por dia inoculadas con bacterias epifitas.
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Tabla N° 1. Velocidad de germinacion, porcentaje de germinacion a las 7 dias y tiempo de inicio de la germinacion de semillas de Tomate

cherry inoculadas con bacterias Epifitas y Enddfitas de Tomate Cherry.

Germinacion

Aislado Origen Velocidad Tiempo inicio Porcentaje

(semillas germinadas/dia) (dias) (%)
Control sin bacterias 6,70 3 93,3
B'1.1 Enddfita 8,65 3 100
B'1.2 Enddfita 9,14* 2,5 91,7
B'1.3 Enddfita 8,15 3 91,7
B1.2 Enddfita 8,50 3 100
A1.3 Epifita 8,50 3 98,4
A3.3 Epifita 10,5% 4 96,7
A'3.1 Epifita 10,25* 4 100
A’'3.3 Epifita 8,95 3 95

* Valores con diferencias significativas con respecto al control.
Discusion

Las diferencias en la cantidad de los aislados tanto
epifitos como enddfitos obtenidos de la raiz de una
planta de tomate cherry, pueden evidenciar la influen-
cia de factores ambientales locales sobre las microflo-
ras presentes en la raiz. El método de cultivo en placa
y el periodo de incubacién por 15 dias resultaron
efectivos para la observacion de las caracteristicas de
las bacterias y elegir 8 cepas para el ensayo de germi-
nacion.

En el caso de los microorganismos epifitos aislados a
partir de 1,769 gramos de la raiz de la planta, se obtu-
vieron 795000 UFC (unidades formadoras de colonia)
mientras que para los aislamientos bacterianos endo-
fitos 4100 UFC de aislamientos bacterianos, esta dife-
rencia puede deberse principalmente porque la pene-
tracion de las bacterias enddfitas es mas dificil en la
raiz que las epfifitas, ya que las enddfitas pueden resi-
dir en tejidos de las plantas, principalmente espacios
intercelulares, raramente en espacios intracelulares y
dentro de tejidos vasculares (Macculley, 2002) y pasan
al tejido a través de los estomas, heridas y areas de
emergencia de raices laterales. La cantidad de orga-
nismos enddfitos es altamente variable, ya que depen-
de de la especie de bacteria y el genotipo de la planta
hospedera, ademas del estado de la planta, la densidad
del in6culo y las condiciones ambientales (Pillay y
Norwark, 1997).

El comportamiento de mayor abundancia de las bac-
terias como epifitos observado, podria ser explicado
debido a que se apunta que las bacterias podrian tener
una ventaja competitiva con respecto a la colonizacion
de la rizosfera frente a los demas microorganismos y
ademas investigaciones realizadas en Estados Unidos
y en Europa en los ultimos afios han determinado la

presencia de bacterias epifitas en plantas sensibles a
heladas reportandose como catalizadores activos para
la formacion de nucleos de hielo, aumentando la posi-
bilidad de que sean estas bacterias, las que limiten el
enfriamiento de esas plantas (Lindow, 1983a; Lindow,
1983b).

En el ensayo de tincion gram de los ocho aislados, 5
fueron gram positivo y 3 negativos, dentro de este tipo
de caracterizacion pueden existir bacterias del tipo
Azospirillum (gram negativo), Azotobacter (gram nega-
tivo), Rhizobium (gram negativo), Pseudomonas (gram
negativo) y Bacillus (gram positivo), todas ellas bacte-
rias promotoras de la germinacién y crecimiento de
plantas y la mayorfa gram negativo. Probablemente
nuestra cantidad de bacterias gram positivos (cinco)
frente a las gram negativo (tres) se deba principalmen-
te a bacterias del tipo Bacillus, pero esto deberia ser
corroborado por una caracterizacion con ADN.

Para el ensayo de germinacion de los ocho aislados,
tres presentaron caracteristicas promotoras de la ger-
minacion, dos de ellas epifitas y una enddfita. Si las
bacterias epifitas promueven mas la germinacion de
las semillas que las enddfitas no lo sabemos, debido a
que esta informacion no esta registrada, ya que no
existen investigaciones de este tipo en esta planta, por
lo tanto, nuestra investigacion podria ser un preceden-
te para investigaciones futuras.

De acuerdo a la informacion experimental obtenida,
nuestra hipdtesis de investigacion pudo ser contrasta-
day los aislados de la raiz del tomate cherry pueden
ser propuestos como un biofertilizante, lo que podria
ser de gran ayuda a la industria agricola.
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Conclusion

Se aislaron las bacterias enddfitas y epifitas de la raiz de Solanum lycopersicum (tomate
cherry).

Se obtuvo una mayor cantidad de aislados epifitos con respecto a los enddfitos para la raiz
aislada de tomate cherry.

La mayor parte de los aislados fueron gram positivo (+) y cocos.

Los aislados B’1.2, A3.3 y A’8.1 estimulan la germinacion de semillas de tomate Cherry au-
mentando su velocidad de germinacion, teniendo el potencial uso como fertilizante natural.

Los aislados de bacterias enddfitas y epifitas no tienen efecto en el porcentaje de germinacion
de semillas de tomate Cherry a los 6 dias.
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