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RESUMEN

La fertilizacion quimica es el factor principal de incremento en costos de produccion y
de contaminacién. Una alternativa es el uso de biofertilizantes, ya que ayudan a tener
un manejo agricola ecoldgico y sustentable. Las bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (PGPRs) actian como bioestimulantes, incrementando la calidad de las
plantas o cultivos, ayudan a asimilar mejor los nutrientes mediante diferentes
mecanismos segun la manera en que sean inoculadas, ya sea aspersion foliar,
inmersion de la raiz o al suelo. En esta investigacién se aplicaron cuatro cepas de los
géneros, Bacillus sp., Acinetobacter sp., Aeromona sp. y Pseudomona sp. en
diferentes modos de inoculacién (inmersion de sustrato, asperjada y ambas) en
plantulas de tomate (Solanum lycopersicum L,). Se utilize arreglo factorial (4x3) en un
disefio experimental completamente al azar. Se realizaron contrastes ortogonales
para la comparacion de los tratamientos con los testigos correspondientes y prueba
de separacion de medias por Tukey (P<0.05). Se evalud la asimilacién de nitrégeno
por medio de la actividad enzimética nitrato reductasa, andlisis mineral del tejido
vegetal, analisis microbioldgico y otras variables fenoldgicas. Los resultados obtenidos
por el modo de inoculacién mostraron que la combinacion de la aspersion foliar y la
inmersion del sustrato es la mejor manera de aplicacion, las bacterias KB4 y LB1
fueron las que mostraron un mejor balance en el andlisis mineral del tejido vegetal. La
bacteria LB1 mostré un 9.87% mas de actividad enzimética que el blanco y un 12%
mas a la solucion nutritiva, un area foliar 57.23% mayor al blanco y 38.44% menor a
la solucion nutritiva, 61.34% mas materia seca que el blanco y 5.67% mayor a la
solucién nutritiva. La bacteria KB4 mostré un 55.68% mayor volumen desplazado de
raiz que el blanco y 10.51% menor a la solucion nutritiva, una altura 27.8% mayor al
blanco y un 18% menor a la solucién nutritiva, un peso fresco 49.20% mayor al blanco

y 14% menor a la solucion nutritiva.
Palabras clave

Solanum lycopersicum L., biofertilizantes, rizobacterias promotoras de crecimiento

vegetal, inoculacion, nitrato reductasa.
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Summary

Chemical fertilization is the main factor of increased production costs and pollution. An
alternative is the use of biofertilizers, since they help to have an ecological and
sustainable agricultural management. Plant growth promoting bacteria (PGPRs) act
as biostimulants, increasing the quality of plants or crops, helping to better assimilate
nutrients through different mechanisms according to the way they are inoculated,
either leaf spraying, root immersion or ground. In this research four strains of the
genera, Bacillus sp., Acinetobacter sp., Aeromona sp. and Pseudomona sp. in different
modes of inoculation (substrate immersion, sprinkling and both) in tomato seedlings
(Solanum lycopersicum L,). A completely randomized factorial experimental design
was used. Orthogonal contrasts were performed for the comparison of the treatments
with the corresponding controls, as well as analysis of variance (ANOVA) and the
Tukey separation test (P<0.05). The assimilation of nitrogen was evaluated through
enzymatic activity nitrate reductase, mineral analysis of plant tissue, microbiological
analysis and other phenological variables. The results obtained by the inoculation
mode showed that the combination of the foliar spray and the immersion of the
substrate is the best way of application, the bacteria KB4 and LB1 were the ones that
showed a better balance in the mineral analysis of the vegetal tissue. The bacterium
LB1 showed a 9.87% more enzymatic activity than the white and 12% more to the
nutritive solution, a foliar area 57.23% greater than the white and 38.44% lower than
the nutritive solution, 61.34% more dry matter than the white one and 5.67% greater
than the nutrient solution. The bacterium KB4 showed a 55.68% greater volume
displaced from the root than the white and 10.51% lower than the nutritive solution, a
height 27.8% higher than the white and 18% lower than the nutritive solution, a fresh
weight 49.20% higher than the white one and 14% lower than the nutritive solution.

Keywords
Solanum lycopersicum L., biofertilizers, rhizobacteria promoting plant growth,

inoculation, nitrate reductase.
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I.INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum) es la hortaliza mas cultivada y consumida
a nivel mundial en el afio 2014 alcanz6 una produccion de 170 750 767 t (FAO,
2014). Para el afio 2015 el principal productor fue China con 50 552 200 t y México
ocup6 el décimo lugar con una produccion de 2 694 358 t teniendo un volumen

de produccién 1.5% mayor al afio previo (SIAP, 2017).

A nivel estatal en el 2015 Coahuila obtuvo una produccién de 93 591 t con un
valor de $ 617 millones de pesos (SIAP, 2017). Y en la region laguna se cuenta
con 661.36 ha de invernaderos y casa sombras destinadas a la produccion de
tomate, de las cuales se cosechan 91 367.40 t con un rendimiento de 138.15 t ha-
1 con un valor de produccion $ 599 004.80 de miles de pesos (SAGARPA, 2015);
sin embargo, las plagas, la fertilizacién y las pérdidas al trasplante son los

principales problemas que se tienen para cultivarlo.

La necesidad de obtener plantulas de mejor calidad que permitan minimizar el
estrés post trasplante por medio de alternativas organicas y sustentables, harian
factible emplear la biofertilizacibn como una herramienta ecoldgica y sustentable

(Grageda y Diaz-Franco, 2012).
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Algunas bacterias del suelo, como parte de su metabolismo incrementan la
fertilidad y benefician a las plantas, por lo que se les ha denominado bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs). Entre sus mecanismos estan la
fijacion del nitrogeno atmosférico, solubilizacion de fosfatos, produccion de
fitohormonas, antibioticos y otros compuestos bioestimulantes de importancia

para el desarrollo de los cultivos (Escobar, 2011).

Algunas veces estos biofertilizantes constituidos con microorganismos no son
efectivos debido a que proceden de condiciones edafocliméticas totalmente
diferentes, por lo que es importante el uso de microorganismos adaptados a las
condiciones edafoclimaticas y puedan ser utilizados, compitiendo exitosamente

con la biota nativa (Armenta, 2010).

En investigaciones realizadas por Lara (2011) explica la importancia de la
aplicacion de las cepas nativas, en semillas de pasto angleton (Dichantium
aristatum Benth), demostré que el material vegetal inoculado con la cepa nativa
presento un mayor promedio de alturas, longitud de hojas y un notable desarrollo

vegetativo de la planta.



INTRODUCCION

No obstante, es importante tomar en cuenta que existen varios métodos para la
introduccidon de bacterias en las plantas, entre ellas estan la inoculacion de la
semilla, empapar el suelo, aspersion foliar e inmersion de la raiz, etc. Azfal (2012)
sugiere que se mejora el proceso de la inoculacién por aspersion del indculo en

el suelo o directamente en las plantas en crecimiento.

La presente investigacion tiene como objetivo evaluar la inoculacion de cuatro
cepas de los géneros, Bacillus sp., Acinetobacter sp., Aeromona sp. Yy
Pseudomona sp. en plantulas de tomate tipo saladette, aplicados foliarmente,

inoculados a la raiz y su combinacion.
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1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general

Evaluar la respuesta en la produccion de plantulas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) inoculadas con cuatro cepas promotoras de crecimiento vegetal

(PGPR) aisladas de la rizosfera del zacate salado “Distichlis spicata”.

1.1.2. Objetivos especificos

Determinar el efecto de la aplicacion de cuatro bacterias PGPR sobre el desarrollo
vegetativo, area foliar, actividad enzimatica nitrato reductasa (NR), y andlisis de

tejido vegetal en plantulas de tomate saladette en invernadero.

Determinar el mejor método de inoculaciéon (inmersién de sustrato, asperjada y
ambas), su interaccién y la mejor bacteria PGPR sobre la calidad de plantulas de

tomate en invernadero.



INTRODUCCION

1.2 Hipétesis

La inoculacién con rizobacterias PGPR en plantulas de tomate aumentan su vigor,
follaje y contenido mineral de una manera sustentable que la fertilizacion quimica

convencional.
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2.1. Biofertilizacion

Debido al incremento en el costo de los fertilizantes y a la contaminacién que
algunos propician en el ambiente cuando se utilizan irracionalmente, es necesario
encontrar nuevas alternativas de fertilizacién, econémicas y mas eficientes

(Hernandez-Flores, 2012).

El uso de microorganismos promotores de crecimiento en la agricultura se
denomina inoculacion o biofertilizacion, es considerada una biotecnologia que
contribuye al desarrollo sostenible ya que favorece el desarrollo de los cultivos
agricolas, beneficia al productor y se ha descrito como ambientalmente segura,

econdémica y socialmente aceptable (Hernandez-Flores, 2012).

Como una alternativa a los fertilizantes estéa la posibilidad de utilizar bacterias del
suelo, que como parte de su metabolismo incrementan la fertilidad y benefician a
las plantas, por lo que se les ha denominado promotoras del crecimiento de las

plantas (PGPRs). Entre sus actividades estan la fijacion del nitrégeno,
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solubilizacion de fosfatos, produccibn de hormonas, antibidticos y otros

compuestos de importancia para el desarrollo de los cultivos (Escobar, 2011).

El empleo a gran escala de los biofertilizantes resulta atractivo a la practica
agricola por el incremento en la produccién de cultivos; ademas de ser una opcion
para cubrir la gran demanda actual de alimentos, asi como por la reduccién del
uso de fertilizantes quimicos y agroquimicos, impactando de forma directa en la
reduccion de la contaminacion de los suelos agricolas y mantos acuiferos

(Guzméan et al., 2012).

En México existen algunas empresas dedicadas a producir y comercializar
biofertilizantes, la produccién de inoculantes a nivel industrial ofrece al agricultor
una alternativa ecoldgica para incrementar la produccion de sus cultivos ademas
de un impacto favorable a su economia, por los costos menores de estos

productos en comparacion con los fertilizantes quimicos (Molina-Romero, 2015).

2.2. Bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR)

Las bacterias rizosféricas desempefian una funcion importante al establecer
asociaciones con las plantas. En base al efecto que ejercen estos
microorganismos sobre el crecimiento de las plantas, éstas pueden clasificarse

en tres grupos: benéficas, neutras y patégenas (Beneduzi et al., 2012).
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El término "bacterias promotoras del crecimiento de plantas” por sus siglas en
inglés PGPR (plant growth promoting rhizobacteria) se refiere a bacterias que
colonizan las raices y/o rizésfera que mejoran el crecimiento de las plantas. La
rizosfera es el ambiente del suelo donde la raiz vegetal esta disponible y es una
zona de actividad microbiana maxima que da como resultado un lugar confinado

del que se extraen macro y micronutrientes esenciales (Vejan y Abdullah, 2016).

Lynch (2003) define la rizosfera como toda aquella porcién de suelo que esta
fuertemente influenciada por las raices de las plantas, la cual a su vez se divide
en tres partes: rizoplano (microorganismos pegados a la raiz), endorrizosfera
(microorganismos dentro de la raiz) y ectorrizosfera (microorganismos que

actuan de manera circundante a la raiz).

Dicha asociacion se inicia como respuesta al llamado “efecto rizosférico”, el cual
sucede a través de un intercambio de sefiales que se disparan a partir de la
interaccién microbio-planta, con resultados claramente benéficos para los dos

(Hernandez Montiel y Escalona Aguilar, 2013).

Cerca del 40% del carbono fijado en la fotosintesis, en la parte aérea de la planta,
puede ser excretado a la rizosfera, lo que afecta positivamente a la mayoria de
las bacterias que ahi habitan, las cuales se nutren de los exudados de las raices

gue emiten las plantas, como azuUcares, vitaminas, factores de crecimiento,
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acidos organicos, glucidos y mucigel (Hernandez Montiel y Escalona Aguilar,

2013).

La poblacion microbiana presente en la rizosfera es relativamente diferente de la
de su entorno debido a la presencia de exudados radiculares que funcionan como
una fuente de nutrientes para el crecimiento microbiano en comparacion con el

suelo donde no hay plantas (Vejan y Abdullah, 2016).

Pertenecientes al grupo de bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR)
se encuentran los géneros Pseudomonas, Azospirillum, Burkholderia, Bacillus,
Enterobacter, Rhizobium, Erwinia, Alcaligenes, Arthrobacter, Acinetobacter y

Flavobacterium entre otros (Sanchez-Lépez, 2012).

Algunas bacterias de tipo PGPR con capacidad de solubilizar fosfatos estan
dentro de los géneros Achromobacter sp., Acinetobacter sp., Azospirillum sp.,
Burkholderia sp., Flavobacteriumsp., Microccocus sp., Microbacterium
sp.Serratia, Beijerinckia sp., asi como las especies: Azotobacter chroococcum,
Bacillus circulans, Cladosporium harbarumBradyrhizobium  japonicum,
Enterobacteragglomerans, Pseudomonas putida, Pseudomonas chlororaphis,

Rhizobium leguminosarum (Rodriguez y Fraga, 2006).
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2.2.1. Mecanismos de promocién de crecimiento

Los mecanismos de accion de PGPR también pueden ser separados en
directivos e indirectos. Los mecanismos directos son la biofertilizacion, la
estimulacion del crecimiento de las raices y el control del estrés de las plantas

(Vejan y Abdullah, 2016).

Por otro lado, el mecanismo de control biolégico cuyas rizobacterias estan
implicadas como promocion del crecimiento de las plantas indirectamente es
mediante la reduccién del impacto de las enfermedades, que incluyen antibiosis,
induccion de resistencia sistémica y competencia por nutrientes y nichos (Vejan

y Abdullah, 2016).

Entre sus actividades estan la fijacion del nitrégeno, solubilizacion de fosfatos,
produccién de hormonas, antibiéticos, sideréforos y otros compuestos de

importancia para el desarrollo de los cultivos (Escobar, 2011).

La fijacion de nitrégeno por PGPR es incorporada por fijacién simbi6tica que es
la conversion del nitrogeno a la atmosfera en el amonico o amonio en la que
participan bacterias benéficas o fijadoras de nitrogeno que pueden formar
nodulos fijadores de N en las raices de las leguminosas por medio de la enzima
nitrogenada, esta puede alcanzar de 20 a 50 kg ha* al afio (Azconbieto y Talon,

2008).
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El mecanismo mas comun para la solubilizaciéon de fosfatos minerales es la
produccion los acidos organicos, mientras que el fosfato organico es mineralizado
por enzimas fosfatasas, de esta forma el fésforo queda disponible en el suelo y
finalmente es absorbido por las plantas y utilizado para su desarrollo (Sanchez-

Lépez, 2012).

Los reguladores del crecimiento de las plantas, también denominados hormonas
exdgenas de las plantas, son sustancias sintéticas que son similares a las
hormonas vegetales naturales. Se utilizan para regular el crecimiento de las
plantas y son medidas importantes para impulsar la produccién agricola

(Lugtenberg, 2002).

Uno de los modos de accion para la promocion del crecimiento por PGPR es
estimulador, o regulador del crecimiento de las plantas. Esto se define como
microorganismos que tienen la capacidad de producir o alterar la concentracion
de reguladores de crecimiento tales como IAA, GA, citoquininas y etileno (Vejan

y Abdullah, 2016).

Las fitohormonas tales como auxinas, citoquininas y giberelinas son sustancias
organicas que se encuentran en cantidades extremadamente bajas que ejercen
influencia en los procesos bioquimicos, fisiolégicos y morfoldgicos en las plantas,

las fitohormonas que no son naturalmente sintetizadas por las plantas pero que

11
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se sintetizan exdgenamente por medios naturales y sintéticos se conocen como

reguladores del crecimiento de las plantas (Vejan y Abdullah, 2016).

Los siguientes ejemplos son fitohormonas que son sintetizadas directa e
indirectamente por PGPR, que actian como reguladores de crecimiento de

plantas (Vejan y Abdullah, 2016).

1. La auxina es una de las moléculas cruciales, que regulan la mayoria de
los procesos vegetales directa o indirectamente, las auxinas mas activas
y famosas de las plantas son Indol - 3 - acético (IAA). Segun Vejan (2016),
una amplia gama de procesos de desarrollo de plantas y el crecimiento de
las plantas son controlados por el IAA exdgeno en el que una baja cantidad
de IAA puede estimular el alargamiento de la raiz primaria, mientras que
los altos niveles de IAA disminuir la raiz primaria, también facilita la
formacion de pelos radicales y estimula la formacién de raices laterales.
Por lo tanto, las plantas tienen un mayor acceso a los nutrientes del suelo
como |IAA bacteriano aumenta tanto la superficie de la raiz y la longitud,
los procesos de germinacion y emergencia de semillas, desarrollo de

flores y frutos (Vejan y Abdullah, 2016).

2. La giberelina (GA), es una fitohormona y su efecto fisiolégico mas

dominante es el alargamiento de los brotes (Camelo, 2011).

12
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3. Las citoquininas estimulan la division celular de una planta, la sensibilidad
del cambium vascular y la diferenciacion vascular e inducen la
proliferacion de pelos radiculares, inhiben la formacién de raices laterales

y el alargamiento primario de la raiz (Vejan y Abdullah, 2016).

Otros de los compuestos de bajo peso molecular que producen las PGPR son
llamados sideréforos, estos son compuestos que desempefian la funcion de
solubilizar especificamente el hierro e incorporarlo al metabolismo celular, se
consideran compuestos ligantes a hierro que funcionan de forma general
uniéndose covalentemente a hierro sin generar cambios en el estado de

oxidacion (Camelo, 2011).

El mecanismo bioquimico de los sideréforos, que implica el transporte y la
liberacion del hierro dentro de la célula, involucra una serie de reacciones de
oxido-reduccion mediadas por la diferencia en el potencial electroquimico de la

membrana externa y el citoplasma (Camelo, 2011).

2.2.2. Interaccion bacteria-planta

Dependiendo de su interaccion con y / o en las partes de plantas, las PGPR se

dividen en dos clases:

13
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Una es la promocion del crecimiento de plantas por rizobacterias
extracelulares (ePGPR), es decir, que colonizan la rizésfera que
comprende el suelo inmediato para las raices y la superficie de las raices,
algunas de estas bacterias tienen la capacidad de establecerse entre las
células de la corteza de la raiz por ejemplo, Bacillus spp., Pseudomonas
spp., Alcaligenes spp., Azospirillum spp., Azotobacter spp., Burkholderia
spp., Caulobacter spp., Chromobacterium spp., Agrobacterium spp.,
Micrococcous spp., Serratia spp., etc. (Bhattacharyya y Jha, 2012).

Y otra las rizobacterias intracelulares que promueven el crecimiento de
las plantas (iPGPR), donde la interaccion se produce dentro de la planta,
por lo general resulta en estructuras conocidas como nodulos de raiz (por
ejemplo: Rhizobium spp., Sinorhizobium Spp., Bradyrhizobium spp.,
Allorhizobium  spp., Azorhizobium spp., Mesorhizobium spp.)

(Bhattacharyya y Jha, 2012).

Entonces la base de las interacciones con las plantas, PGPR se puede separar
en bacterias simbidticas, por lo que viven dentro de las plantas e intercambian
metabolitos directamente con ellas y rizobacterias de vida libre, que viven fuera

de las células vegetales (Vejan y Abdullah, 2016).

Un estudio de microscopia electrénica de barrido (SEM) realizado para evaluar

la colonizacién de la pifia por Herbaspirilum seropedicae, se pudd observar
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agregados bacterianos sobre tricomas y uniones de las paredes celulares de la
epidermis, asi como sobre la pared periclinal externa y los complejos estomaticos

cercanos (Baldotto, 2011).

Evidenciando que la penetracion bacteriana en la hoja paso pasivamente a través
de los estomas, y la colonizacion comenz6 en la camara sub-estomatica y
progreso a través de los espacios intercelulares del clorenquima esponjoso del

mesdfilo foliar (Baldotto, 2011).

Aun cuando las PGPR se han clasificado en funcion de su mecanismo para
promover el crecimiento de plantas, en realidad éstas ejercen su efecto benéfico
empleando una combinacibn de mecanismos que permiten estimular el

crecimiento y el mantenimiento de su salud (Babaloba, 2010).

Para el buen desempefio de los mecanismos de estimulacion del crecimiento
vegetal, la mayoria de las rizobacterias establecen tres pasos indispensables

(Figura 2.5) (Molina-Romero, 2015):

1. Atraccién de la bacteria hacia la rizosfera de su hospedero, mediado por
la quimiotaxis-especifica bacteriana hacia exudados vegetales
particulares, estos compuestos pueden servir como fuente de carbono y

funcionar como moléculas de sefalizacion (Molina-Romero, 2015).
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2. Adhesion y colonizacion a la superficie de la raiz. Las bacterias deben
tener la capacidad de adherirse a las semillas o raices de plantas, para la
posterior colonizacion; un proceso competitivo que es afectado por
caracteristicas genotipicas de la rizobacteria y la variedad de planta

hospedera (Oliveira et al., 2009).

Ademas, se ha observado que la adhesion de algunas cepas bacterianas
es sitio especifico a la raiz, presentando un patron de colonizacién

particular en diferentes plantas (Molina-Romero, 2015).

3. Funcionalidad de la simbiosis asociativa: implica un establecimiento
efectivo de la relacién microorganismo-planta, lo que podria favorecer:
I) la modulacién del balance hormonal de la planta mediante la produccién
de fitohormonas, compuestos organicos volatiles o por precursores del
catabolismo de la planta. 1) El mejoramiento en la nutricion de la planta
mediante fijacion biolodgica de nitrégeno y la solubilizacién de fosfatos (Jha
et al., 2012) y Ill) el mantenimiento de la salud de la planta (Molina-

Romero, 2015).
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Figura 2.1 Atraccion, adhesion y colonizacion bacteriana como determinantes
para ejercer los mecanismos de estimulacion de crecimiento vegetal (Molina-
Romero, 2015).
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2.3. Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal nativas

Un aspecto importante a considerar es que a menudo, las cepas utilizadas como
biofertilizantes son introducidas a regiones donde no pueden competir con la
microbiota local o no se adaptan a las condiciones del clima y suelo, de ahi la
importancia de los trabajos de investigacion con microorganismos nativos,

adaptados a las condiciones de la region donde se pretendan aplicar (Noh, 2014).

La busqueda de bacterias con potencial biofertilizante se debe efectuar a partir
de la poblacién nativa del sitio donde se aplicaran, debido a que se favorece el
aprovechamiento de la especificidad simbiética y la capacidad de adaptacion de
las cepas de rhizobia para establecer una simbiosis efectiva a partir de cepas

nativas (Hernandez-Flores, 2012).

Estudios de las bacterias promotoras de crecimiento de plantas autdctonas de
ambientes aridos salinos destacan que es importante aumentar el nimero de
bacterias aisladas y reconocidas por sus caracteristicas de promocion de
crecimiento, que ademas sean tolerantes a la salinidad, para lograr una
comprension cada vez mayor de los mecanismos que operan en los ecosistemas
naturales, de manera que las perturbaciones puedan ser manejadas para
restaurar y estabilizar el medio ambiente que se ha ido dafiando a través de los

afios con el exceso de fertilizacion quimica (Rueda-Puente, 2015).
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Escobar (2011) indica que las cepas nativas de Azotobacter spp., productoras de
acido indolacético, fijadoras de nitrogeno y solubilizadoras de roca fosforica
influenciaron positivamente en el desarrollo vegetativo de tomate cv. Rio Grande,
disminuyendo el nimero de dias a la floracion e incrementando la altura, volumen

radicular, materia seca total, aérea y radicular de las plantas de tomate.

La versatilidad metabdlica de las PGPR aisladas de diversas regiones del mundo
tienen potencial agrobiotecnoldgico para la produccién de biofertilizantes, ya que,
los inoculantes son una alternativa en favor de la agricultura sustentable, que
incrementan el rendimiento, disminuyen la contaminacion y los costos de

produccion en la practica agricola (Molina-Romero, 2015).

Sin embargo, aun falta conocimiento relacionado con las condiciones
ambientales en que se lleva a cabo la inoculacién y como afecta la interaccion

microorganismo-suelo-planta (Noh, 2014).

Los esfuerzos en la aplicacién de las PGPR nativas de cada region para explotar
sus beneficios potenciales son aun muy pocos en el mundo. En América a pesar
de que existen empresas que fabrican inoculantes con bacterias benéficas, aun
no existe una cultura de aplicacion de los microorganismos nativos y se tendran
gue convencer a los agricultores de que su uso es imprescindible para potenciar

el crecimiento de plantas (Molina-Romero, 2015).
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Gamalero (2003) encontré que la mayoria de los aislados de plantas con efectos
promotores de crecimiento son de los géneros Pseudomonas y Bacillus.
Buscando una mejor estrategia de seleccion de microorganismos beneficiosos
para las plantas (PGPR), ademas de los experimentos de invernaderos, podria
ser la evaluacion de rasgos funcionales, centrandose en su capacidad para
producir enzimas 0 compuestos que son directa o indirectamente responsables

de la estimulacion del crecimiento de las plantas que estos géneros producen.

2.3.1. Bacillus sp.

Los microorganismos del género Bacillus son bacilos de gran tamafio (4-10 um),
grampositivos, aerobios estrictos o anaerobios facultativos encapsulados. Una
caracteristica importante es que forman esporas extraordinariamente resistentes
a condiciones desfavorables. Las especies del género estan ampliamente
difundidas y su habitat principal es el suelo, producen diferentes enzimas
hidroliticos extracelulares, con las que degradan sustratos diversos, como
polisacéridos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos; ademas, algunas especies
producen antibioticos. Las especies del género Bacillus se clasifican en los
subgrupos B. polymyxa, B. subtilis (que incluye a B. cereus y B. licheniformis), B.

brevis y B. anthracis (Bartram, 2003).
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Segun su morfologia, tienen forma de bastén alargado y presentan gran numero
de flagelos alrededor del cuerpo, aunque algunas especies son inmaoviles.
Responden positivamente a la tincion de GRAM. Sus esporas, endosporas,
son refringentes y pueden aguantar grandes temperaturas gracias a su cubierta,
por lo que es muy dificil deshacerse de ellas, pueden sobrevivir a la ebullicién
durante 20 minutos. De las 40 especies la mayoria son catalasa positiva. Sus
condiciones oOptimas de crecimiento en el laboratorio son 37°C y pH de 7

(Contreras,2014).

Ciertas especies del género Bacillus son de crecimiento frecuente en los suelos,
en forma libre y también asociadas a las raices. Aunque no constituyen la flora
mas abundante, numerosos estudios indican su presencia en la rizosfera de
plantas tanto lefiosas como herbaceas, lo que condujo a pensar que podrian jugar
un papel clave en el mantenimiento de una microflora acompafante del sistema
radical permitiendo el crecimiento vigoroso de las plantas y el mantenimiento de

una fisiologia saludable (Benintende, 2010).

Los primeros estudios de estas PGPR fueron localizados sobre algunas especies

biocontroladoras, entre ellas Bacillus subtilis, un efectivo antagonista de

patdgenos del suelo (Kloepper et al., 1989).
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2.3.2. Acinetobacter sp.

Acinetobacter es un género de bacterias Gram-negativas que pertenece al filo
Proteobacteria. Las especies de Acinetobacter son bacilos estrictamente
aerobios no fermentadores, no moviles, oxidasa-negativos que se presentan en
pares al microscopio. Se distribuyen ampliamente en la naturaleza, son

importantes en el suelo y contribuyen a su mineralizacion (Gerischer U, 2008).

Muchas de las caracteristicas de Acinetobacter, ecologia, taxonomia, fisiologia y
genética apuntan a la posibilidad de explotacion de sus caracteristicas Unicas
para aplicaciones biotecnolégicas. Las cepas de Acinetobacter muestran una
gran versatilidad metabdlica y algunas son adecuadas para los sistemas de

manipulacion genética molecular.

Estas caracteristicas son explotadas en diversas aplicaciones biotecnoldgicas
incluyendo la biodegradacion y biorremediacion, la produccién de lipidos y
péptidos, ingenieria de enzimas, produccion de biosurfactantes y biopolimeros y

la ingenieria de nuevos productos derivados de estos (Gutnick D, 2008).

2.3.3. Aeromona sp.
Aeromonas es una bacteria con forma de bacilo, Gram-negativa, anaerobia
facultativa que morfolégicamente se asemeja a los miembros de la familia

Enterobacteriaceae. Es un bacilo movil, ubicuo, encontrandose en fuentes de
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agua, suelo, artropodos, moluscos, mamiferos, aves, peces e insectos (Janda J,

2010).

Becerra y Quintero (2011) al analizar la solubilizacién de fosfatos de distintas
cepas aisladas, encontraron en la aeromona hidropyla una opcion para utilizarse

como biofertilizante.

2.3.4. Pseudomona sp.

Pseudomonas es un género de bacilos rectos o ligeramente curvados, Gram
negativos, oxidasa positivos, aerdbicos estrictos, aunque en algunos casos
pueden utilizar el nitrato como aceptor de electrones. El catabolismo de los
glicidos se realiza por la ruta de Etner-Doudoroff y el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos. Algunos miembros del género son psicréfilos, mientras que otros
sintetizan sideréforos fluorescentes de color amarillo-verdoso con gran valor
taxonomico. Es comun la presencia de plasmidos y no forman esporas (Madigan

M, 2005).

El género demuestra una gran diversidad metabdlica, y consecuentemente son
capaces de colonizar un amplio rango de nichos.8 Son de facil cultivo in vitro y
ampliamente disponibles en numero, por lo que ciertas cepas son excelentes

para investigaciones cientificas, por ejemplo, P. aeruginosa y su rol como
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patdgeno oportunista de humanos, el patégeno de plantas P. syringae, la bacteria
de tierra P. putida y la P. fluorescens que promueve el crecimiento de plantas

(Meyer JM, 2002).

La aplicacion de inoculantes con base en las cepas: Pseudomonas fluorescens y
Pseudomonas sp. dan resultados favorables ya que tienen la capacidad de
producir indoles y sideroforos. En 2014 (Sanchez Lopez B) evidencié que las
cepas Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas sp. incrementaron de manera
significativa la biomasa y el desarrollo de las plantas en el cultivo de Lactuca

sativa en invernadero.

2.4. Métodos de inoculacioén

Existen varios métodos para la introduccion de bacterias en las plantas, estan la
inoculacion de la semilla, empapar el suelo, aspersion foliar e inmersién de la
raiz, etc. A (2012) sugiere que se mejora el proceso de la inoculacion por

aspersion del inéculo en el suelo o directamente en las plantas en crecimiento.

En la blusqueda de sistemas agricolas mas conservadores, la inoculacion con
PGPR se presenta como una estrategia prometedora para contribuir a una mayor
sostenibilidad. Sin embargo, en tiempos en que se liberan mas y mas pesticidas

para el tratamiento de las semillas, y se sabe muy poco sobre su toxicidad para
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las bacterias inoculadas, la compatibilidad con inoculantes aplicados a la semilla

puede limitar seriamente la contribucién microbiana (Fukami, 2016).

Por lo que hay métodos alternativos de inoculacién para evitar el contacto del
inoculante con los pesticidas aplicados a las semillas, dandole una gran
importancia a la aplicacion foliar en el comienzo de la fase vegetativa. Estos
métodos alternativos de inoculacién pueden aumentar la utilizacién de bacterias

en el campo agricola y ayudar a reducir costos (Fukami, 2016).

La inoculacién por aspersion foliar con la dosis mas alta de inoculante promovio
un aumento de 773 kg/ ha de rendimiento de grano de maiz sobre el tratamiento
gue recibié la dosis completa de fertilizante nitrogenado (100% N), sin inoculacién

(Hungria, 2013).

La inoculacion por aspersion foliar y del suelo resulté en una mayor colonizacion
interna de las partes aéreas de trigo por Azospirillum, lo que indica una alta
movilidad bacteriana a través de las plantas. La colonizacion interna del maiz y
las hojas de trigo también aumentaron en respuesta a la inoculacion por
aspersion foliar, lo que sugiere que en este caso los estomas actuaron como una
puerta pasiva de bacterias, ya que para la aspersion el suelo estaba cubierto para
evitar la contaminaciéon cruzada y la colonizacion de las raices por bacterias

inoculantes (Fukami, 2016).
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Varios autores han sugerido que la presencia de bacterias diazotréficas en los
vasos del xilema puede indicar que ésta puede ser una via de migracion
bacteriana a diferentes partes de la planta cuando se inocula por via radicular

(Souza, 2004).

2.5. Uso de PGPR en cultivos horticolas

Si bien la mayoria de los inoculantes con PGPR han sido desarrollados
inicialmente para cultivos extensivos, existe actualmente una demanda e interés
creciente desde otros sectores productivos, tales como el horticola v,
especialmente, los sistemas de produccion organicos e integrados en los cuales

existen restricciones para el empleo de productos quimicos (Malusa, 2012).

Las caracteristicas intrinsecas de estos sistemas productivos, por ejemplo, el
empleo de sustratos inertes y las condiciones de cultivo controladas, permitirian
obtener respuestas a la inoculacion mas estables que en los sistemas extensivos

(Quillehauquy, 2014).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal tienen un gran potencial en la
agricultura moderna, porque en la actualidad el cultivo de la mayoria de las
hortalizas como tomate y pimiento requiere de la produccién de plantulas

vigorosas, factor importante para la produccién del fruto (Martinez, 2013).
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Sanchez Lopez (2012) establece que la inoculacion de las plantas de tomate con
las cepas Enterobacter sp. TVL-2 y Pseudomona putida PSO14 exhibe un gran
potencial para estimular el crecimiento y la produccion de este cultivo. El uso de
este tipo de bacterias, pueden ser una alternativa prometedora como
biofertilizantes para el cultivo de tomate y la produccion en la agricultura
sostenible teniendo en cuenta que disminuiria el impacto sobre el medio

ambiente al reducir el uso excesivo de fertilizantes de sintesis quimica.

El uso de los aislados KCH3 y TSACH2 inoculados a las semillas de tomate, y
gue solubilizaron fosfato in vitro, incrementaron significativamente la biomasa de
la parte aérea de las plantulas de tomate (42 y 32 % respetivamente), permitiendo
obtener plantulas mas vigorosas que las plantulas sin inoculacion de
rizobacterias. Ambos aislados mostraron potencial para ser utilizados como

biofertilizantes en la produccién de plantulas de tomate (Noh, 2014).

2.6. Inoculacion foliar

La inoculacién foliar es una herramienta importante para el manejo sostenible y
productivo de cultivos (Fernandez et al., 2015). Ya que la capacidad de las hojas
de la planta para absorber agua y nutrientes fue reconocida hace

aproximadamente tres siglos (Fernandez y Eichert, 2009).
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La fertilizacién foliar se ha desarrollado gracias a los esfuerzos de investigacion
gue se enfocaron en tratar de caracterizar la naturaleza quimica y fisica de la
hoja de la planta, la fisiologia y la estructura celular de las hojas de las plantas,
asi como centrarse en los posibles mecanismos de penetracion de las
disoluciones foliares y la consiguiente translocacion de los nutrientes dentro de

las plantas luego de una aplicacion foliar de soluciones nutritivas (Kannan, 2010).

La absorcion foliar de nutrientes a través de la hoja se puede visualizar como un

proceso compuesto de tres etapas (Murillo, 2013):

Etapa 1: Retencion del producto en la hoja.

En esta etapa, el nutriente es aplicado por aspersion sobre la superficie de la
hoja; es recomendable que el nutriente se mantenga en contacto con la hoja el
mayor tiempo posible, preferiblemente de 3 a 4 horas, lo que aumenta la

probabilidad de ser absorbido por esta (Fageria, 2009).

Generalmente, condiciones de alta humedad relativa favorecen la permeabilidad
de la cuticula; la temperatura media (20 °C) y el uso de agentes tensoactivos
ayuda a que la gota que contiene los nutrientes se mantenga por mas tiempo en

contacto con la superficie foliar (Murillo, 2013).

28



Il. REVISION DE LITERATURA

Etapa 2: Transporte del nutriente a las células.
En esta fase el nutriente es transportado a través de las diferentes capas de la
hoja, donde supera una serie de barreras naturales, hasta llegar a las células

epidermales.

Etapa 3: Movimiento del nutriente hasta los érganos.

En este paso los nutrientes son transportados desde las células epidermales
hasta los 6rganos donde la planta los requiera, para lo cual atraviesan espacios
intercelulares (apoplasto) o células de diferentes tejidos (simplasto). Una vez que
los nutrientes llegan al tejido vascular (xilema y especialmente floema), se

acelera draméaticamente su movilidad hasta los tejidos destino (Murillo, 2013).

Una vez que los solutos atraviesan la membrana plasmaética, llegan al citoplasma
y luego son translocados a través del floema o transportados con el movimiento
del agua en el xilema hacia las regiones donde son utilizados para mantener el

metabolismo y crecimiento de la planta (Frossard et al., 2000).

Contrario a la creencia popular, la absorcion de nutrientes a través de los estomas
es poco probable, se le atribuye la mayoria de la absorcién a la cuticula. Se
considera que la absorcion por estomas es dificil porque el contacto gota-estoma
es minimo, debido a que las gotas son mas grandes que la apertura estomatica,

y porque el agua tiene alta tension superficial (Brown, 2015).
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Adicionalmente, la difusidén del soluto tendria que ocurrir mayoritariamente de una
fase liquida a una gaseosa, lo que es poco probable (Trejo-Téllez, 2007). La
cuticula, por su mayor capacidad de intercepcion de las gotas, su elevada
superficie de contacto y su composicidbn quimica, es considerada la ruta

predominante en el proceso de absorcion foliar.

Cuando los solutos se mueven a través de las distintas capas de la hoja,
interactdan con las ceras epicuticulares, la cuticula, las capas de pectina, la pared
celular y la membrana celular. Los solutos se difunden a través de las capas de
la hoja, debido a un gradiente de concentracion que se establece entre la
disolucién aplicada sobre la superficie de la hoja y la concentracion de soluto en

las células (Brown, 2015).

Se han propuesto dos posibles rutas de absorcidén de nutrientes. La primera ruta
se denomina acuosa y en ella intervienen la cutina y la pectina, en tanto la
segunda es considerada lipidica e involucra a las porciones no polares de la

cuticula (Schonherr, 2006).

La aplicacion foliar de nutrientes presenta una gran utilidad practica bajo ciertas

condiciones que se detallan a continuacion (Brown, 2015):
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a) Cuando las condiciones del suelo limitan la disponibilidad de nutrientes
aplicados al suelo.

b) Cuando pueden ocurrir condiciones que conduzcan a altas pérdidas de
nutrientes aplicados al suelo.

C) Cuando interactuan las etapas de crecimiento del cultivo, la demanda
interna de la planta y las condiciones ambientales para limitar la
entrega de nutrientes a 6rganos criticos de la planta.

d) Para que ayude a mantener la actividad fotosintética de las hojas.

Existen nuevas formulaciones y fuentes de fertilizantes con mayores eficiencias
de absorcién. Ejemplo de estos nuevos productos son las formas quelatadas de
elementos menores, la combinacion con adyuvantes como los 6rgano-silicones
e inclusive la aplicacién foliar de péptidos de cadena corta, aminoacidos libres y

bioestimulantes (Murillo, 2013).

El desarrollar estos productos tomando en cuenta las diferentes etapas de la
absorcién y las barreras que el nutriente debe atravesar, incrementard la
eficiencia de las aplicaciones y, ademas, reducira el riesgo de fitotoxicidad en el
cultivo (Murillo, 2013). Al aplicar bioestimulantes se suple a la planta con estos
bloques estructurales (aminoacidos). Esto favorece el proceso de produccion de
proteinas con lo que se produce un ahorro de energia que la planta puede dirigir

hacia otros procesos.
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Este ahorro de energia tiene un valor especial cuando estos productos son
aplicados en un momento en el cual el cultivo esta debilitado por alguna condicién
extrema como un estrés hidrico, una helada, ataque de una plaga, un trasplante,
el transporte de una localidad a otra, enfermedades y/o efectos fitotoxicos tales

como la aplicaciéon indebida de productos fitosanitarios, etc. (Saborio,2002).

2.7. Indicadores bioquimicos

Para conocer el nivel nutricional se utilizan los métodos bioquimicos que se basan
en el empleo de metabolitos y enzimas especificas para iones. Estos métodos se
fundamentan en la diferente actividad y ruta de produccion de ciertas enzimas y

metabolitos dependiendo del nivel nutricional (Cordova, 2016).

2.7.1. Actividad enzimatica nitrato reductasa (NR)

La enzima nitrato reductasa se localiza en el citosol, aunque en algunas especies
se ha descrito que parte de la enzima también se puede encontrar débilmente
unida a plasmalema o a la membrana externa del cloroplasto (Azcon-Bieto y

Talon, 2008).

La accion de la enzima nitrato reductasa consiste en reducir los nitratos (NO3’) a
nitritos (NO2’). El NOs™ es la forma predominante en que el N es absorbido y
transportado hacia las hojas, en la mayoria de las especies cultivadas. Los tejidos
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verdes de la planta poseen mucha mas actividad de nitrato reductasa
probablemente con el fin de asegurar que todo el nitrato producido por nitrato
reductasa sea reducido evitando asi su acumulacion y los consiguientes efectos

toxicos (Weber, 2002).

Existen dos clases principales de NR que pueden ser: (a) una NR ferrodoxina-
dependiente, la cual es tipica de cianobacterias y bacterias fotosintéticas, y (b)
una NR nucleotido piridina dependiente que se encuentra en organismos

eucariotas (Weber y Flugge, 2002).

En el citoplasma de las células foliares, el NADH (nicotinamida adenina
dinucledtido deshidrogenasa) requerido para el funcionamiento normal de la NR
es suministrado a través de dos mecanismos. Uno de ellos es incorporado por
fijacion simbidtica que es la conversion del nitrégeno a la atmosfera en el amonico
0 amonio en la que participan bacterias benéficas o fijadoras de nitrégeno que
pueden formar nddulos fijadores de N en las raices de las leguminosas por medio
de la enzima nitrogenada, esta puede alcanzar de 20 a 50 kg ha™ al afio.

(Azconbieto y Talon, 2008).
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La NR es la enzima limitante de la tasa de asimilacion de N y es un punto clave

de la regulacion metabdlica en los cultivos,

la NR estd asociado con el

crecimiento de la planta y las plantas sometidas al estrés disminuyen su sintesis

proteica y produce una caida en la reduccién de nitratos actividad utilizada por el

flujo de nitrato (Marquez - Quiroz, 2015).

2.8. El Tomate

2.8.1 Importancia del tomate

El tomate es la hortaliza mas cultivada y consumida en el mundo, en los dltimos

afos la produccion mundial de tomate se ha incrementado notablemente en el

afno 2014 se obtuvo una produccion de 170 750 767 t (FAO, 2016).
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El principal productor de tomate es China con 50 552 200 t. En el afio 2015
México ocupa el décimo lugar con una produccion de 2 694 358 t teniendo un

volumen de produccion 1.5% mayor al de un afio previo (SIAP, 2017).

En México, el tomate es el cultivo horticola de mayor importancia econémica y
social, su exportacion representa para el pais una importante fuente de ingresos,
al ser ubicado como el tercer pais exportador de tomate en el mundo. EI 99% del
tomate que se exporta en México se destina a Estados Unidos con un valor de
$1 358 003 393 de dolares (Figura 2.1), uno de cada dos tomates que se

consumen en ese pais, proviene de México (SIAP, 2017).

Principal
(liente I!!

(exportaciones
de México)

Proveedor
(importaciones
de México)

Importadory
Exportador

* Dalares

Figura 2.3 Exportaciones e importaciones de tomate en México (SIAP, 2017)
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Tan s6lo en 2015 se exportaron 1 432 864 t con un valor de 1 370.3 millones de
dolares. Asi mismo, este intercambio comercial genera alrededor de 350 mil

empleos en nuestro pais (SIAP, 2017).

En 2015 Coahuila obtuvo una produccion de 93 591 t con un valor de 617 millones
de pesos (SIAP, 2017), siendo el décimo estado a nivel nacional en produccién

de tomate (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1. Ranking de las principales entidades productoras de tomate en
México

Rank Entidad federativa Volumen Variacion 2014-2015
toneladas %
1 Sinaloa 849 342 2.1
2 Michoacéan 223.678 31.8
3 San Luis Potosi 221 561 13.0
4 Baja California 220 848 62.7
5 Jalisco 161 805 2.0
6 Zacatecas 145 234 -4.3
7 Sonora 136 045 12.1
8 Baja California Sur 123 032 -12.9
9 Puebla 113 720 51.2
10 Coahuila 93 591 -2.6
Resto 809 474 6.3
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Total nacional 3098 329 7.8

Fuente: SIAP (2017).

La region laguna cuenta con 661.36 hectareas de invernaderos y casa sombras
destinadas a la produccién de tomate, de las cuales se cosechan 91 367.40 t de
esta hortaliza con un rendimiento de 138.15 tha* con un valor de produccién $599

004.80 de miles de pesos (SAGARPA, 2015).

2.8.2 Produccién de tomate en agricultura protegida
Se le llama agricultura protegida a los sistemas en que se desarrollan los cultivos
como invernaderos, malla sombre, macro tlinel y micro tanel, controlando

diversos factores ambientales.

En México existen 25 mil ha bajo agricultura protegida de las cuales el 71.5% se
concentra en seis estados: Sinaloa 35.5 %, Baja California 10.7 %, Sonora 9.8
%, Jalisco 5.5 %, Estado de México 5.3% y Guanajuato 4.6% (Figura2.2). Esto
contribuye con 5.1% del valor de la produccion agricola y emplea el 0.1% nacional

de la superficie sembrada (SIAP,2017).
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9% de la superficie sembrada

® Sinaloa 35.5
@® Baja Galfornia 10.7
@® Sonom 98

Jalisco 55
@ Estado de México 53
@ Guanajuato 46

Otros 28.6

'

Figura 2.4. Principales entidades con mayor porcentaje de agricultura protegida
(SIAP,2017).

Los principales cultivos que se producen bajo agricultura protegida son el tomate
rojo 54 %, pepino 15.9 %, chile 15.4 % y berenjena 4.4% (Figura 2.3). El
rendimiento por ha de tomate rojo es 2.9 veces mayor que en la agricultura
convencional, ademas de que el ingreso por unidad de superficie es 4.2 veces

mayor comparado con la agricultura normal (SIAP,2017).
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Otros Berenjena

103 4.4 Chile
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54.0
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Figura 2.5. Porcentaje de los principales cultivos en agricultura protegida (SIAP,
2017).

La ventaja de cultivar bajo agricultura protegida hace posible producir durante
todo el afo, independientemente de las condiciones climaticas externas.
Ademas, hay una adaptacion de la produccion al mercado, a los requerimientos

locales y de exportacion (Jaramillo, 2007).
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La alta productividad, asociada a la posibilidad de produccion y comercializacion
en la época mas oportuna, compensa la inversion inicial, con ganancias

adicionales para el productor (Jaramillo, 2007).

La fertilizacion es uno de los factores mas importantes de la produccién en
agricultura protegida, lo que ha provocado su aplicacidén excesiva, el costo de los
fertilizantes dentro de un ciclo agricola representa mas del 25% del total de los

costos de la produccién (Salgado y Nufiez, 2010).
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3.1. Localizaciéon geografica del area experimental

El estudio se realiz6 bajo condiciones de invernadero en el Instituto Tecnoldgico
de Torredn, localizado entre las coordenadas 24°30’ y 27°N, 102°00’ y 104°40°0,
a una altitud de 1120 m s. n. m. Ubicado en el Km 7.5 de la antigua carretera

Torredn- San Pedro, Municipio de Torredn, Coahuila (Figura 3.1).

2014 DigitalGlobe

nes: 11/21/2013 * -25°36'40.67" N 103°22 evacion 1121 m  alt. oj

Fig. 3.1. Ubicacion geogréfica del &rea del experimento (GOOGLE MAPS).

41



IIl. MATERIALES Y METODOS

3.2. Material Vegetal

La semilla de tomate utilizada fue del tipo saladette hibrido cv. Sahel. Es un
hibrido indeterminado con una planta robusta que produce altos rendimientos. Los
frutos muy uniformes de buena calidad, de hombros suaves, brillo y firmeza
durante toda la temporada, aun en condiciones adversas. Con respecto al Fruto
extra grande a grande son de maduracion intermedia, ideal para el mercado

nacional y de exportacion. (Jasso, 2012).

3.2.1. Produccién de Plantulas

La siembra de semilla de tomate se efectud en trece charolas de polietileno de
200 cavidades utilizando peat moss marca PRO-MIX GTX (base de turba
sphagnum de granulacion fina de origen canadiense) como medio de
germinacion, se coloc6 una semilla en cada cavidad, cubriendo con un plastico
negro hasta la germinacién, teniendo como fecha de siembra el dia nueve de

noviembre del 2016.

3.3 Riego

Se aplico riego con agua tridestilada a cada charola para asi poder atribuirle los
resultados a los tratamientos evaluados, la mitad del volumen se aplicé por la
mafiana y el resto por la tarde para mantener en condiciones de humedad 6ptima

las plantulas.
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3.4. Tratamientos de estudio

Se evaluaron cuatro cepas bacterianas con tres maneras diferentes de aplicacion
(Cuadro 3.1) més tres testigos dando lugar a un total de 15 tratamientos como se
describe en el Cuadro 3.2. Para la inoculacion de los tratamientos se basé en
trabajos anteriores utilizandose una concentracion de 1x108 UFC en PBS al 0.5%,
para su aplicacion (Palacio-Rodriguez et al. 2017). La Solucion Salina
Amortiguada por Fosfatos (PBS) constituye una solucién amortiguadora de pH

comunmente empleada para procedimientos bioquimicos.

Cuadro 3.1. Rizobacterias y manera de aplicacion

Modo de CepalBl Cepa NFB2 Cepa KB3 Cepa KB4

aplicacion

Asperjado LB1 NFB2 KB3 KB4
Asperjada Asperjada Asperjada Asperjada

Inoculado LB1 NFB2 KB3 KB4
Inoculada Inoculada Inoculada Inoculada

Combinado LB1 NFB2 KB3 KB4
Combinada Combinada Combinada Combinada
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Cuadro 3.2. Concentraciones y bacterias utilizadas, modo de aplicacion y
volumen utilizado de cada uno de los tratamientos en la produccion de plantulas
de tomate.

Tratamientos Bacterias Aplicacion Volumen
1x108 UFC mL
1 LBendol Asperjado 50
2 LBendol Inoculado 240
3 LBendol Asperjado e inoculado 290
4 NFBendo2 Asperjado 50
5 NFBendo2 Inoculado 240
6 NFBendo2 Asperjado e inoculado 290
7 KBendo3 Arsperjado 50
8 KBendo3 Inoculado 240
9 KBendo3 Asperjado e inoculado 290
10 KBecto4 Asperjado 50
11 KBecto4 Inoculado 240
12 KBecto4 Asperjado e inoculado 290
13 Control absoluto ~ ---------
14 Solucion nutritiva Asperjado y en riego 290
15 Buffer PBS 0.5% Asperjado y en riego 290

*UFC son las unidades formadoras de colonias de bacterias y en volumen ml son
los mililitros aplicados en total por tratamiento, se inocularon tres mililitros por
plantula, el PBS al 0.5% es una solucién salina amortiguada por fosfatos.

3.4.1. Tipos de bacterias

Las bacterias fueron identificadas por analisis del RNA de las cepas (Cuadro 3.2),
aisladas de la rizosfera del zacate salado “Distichlis psicata” localizado en la poza
salada del valle del Sobaco de San Pedro, Coahuila (Figura 3.2), sus

caracteristicas las hacen pertenecer al grupo de PGPR, las cuales fueron

44



Il. MATERIALES Y METODOS

proporcionadas por el laboratorio de Biologia Agricola de la Facultad de Biologia
de la Universidad Juarez del Estado de Durango (UJED), asi como el cuadro 3.3

y la figura 3.2.

Cuadro 3.3. Identificacion por analisis de 16s rRNA de bacterias aisladas de la
rizosfera del zacate salado “Distichlis psicata”.

ID Species Pb Identify #access

%
LBEndol Bacillus paralicheniformis  563pb 96 NR_137421.1
NFBEndo2 Acinetobacter guillouiae 1322pb 99 NR_117626.1
KBendo3  Aeromona caviae 918pb 96 KT_757522.1
KBEcto4 Pseudomonas lini 1387pb 99 NR_099042.2

Fuente: laboratorio de Biologia Agricola de la Facultad de Biologia de la UJED

R o
", ir’csa‘Salada

Vi 4
A >

Figura 3.2. Localizacion del zacate salado “Distichlis psicata” en la poza salada
en el valle del Sobaco de San Pedro Coahuila, México.
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3.4.2. Preparacion de buffer para los tratamientos

La solucion salina amortiguada por fosfatos (PBS) constituye una solucion
amortiguadora de pH comunmente empleada para procedimientos bioquimicos,

su osmolaridad y concentracion de iones (Cl-, Na+ y K+).

Esta solucion es isotonica y no-toxica para las células, se prepara a partir de
cloruro de sodio, fosfato de sodio y, en algunas formulaciones, con fosfato de

potasio.

El PBS se emplea como vehiculo neutro para células, ya que no modifica el perfil
de expresion y funcionamiento celular normal, puede ser empleado como
diluyente para métodos de desecacidon de biomoléculas, ya que las moléculas de
agua presentes en el PBS se adhieren alrededor de la biomolécula permitiendo

inmovilizarla a una superficie sélida.

Esta monocapa de agua evita que la biomolécula sea desnaturalizada (o sufra

modificaciones conformacionales) en el proceso de desecacién (Protocolo y

Metodos de laboratorio de Genomica Viral, 2008).
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Se prepard una solucion de PBS al 0.5%, utilizando 50 mL de PBS al 10 %

aforando con 950 mL de agua tridestilada.

3.4.3. Preparacion de inoculos

Se prepar6é un medio de crecimiento bacteriolégico LB en caldo con un volumen
de 240 mL por frasco y 10 mL en tubo falcon para cada una de las cuatro cepas
bacterianas dando un total de 250 mL de medio LB a preparar (formula

proporcionada por el laboratorio de Biologia Agricola, UJED).

-peptona 2.5 g

-extracto de levadura 1.25 g

-cloruro de sodio 2.5 g

-agua tridestilada 250 mL

Posteriormente, se esterilizé el medio en autoclave, al enfriarse el medio se
inocul6 cada tubo falcon y se incubaron por 24 h para activar las bacterias, luego
de activarse se vaciaron los tubos falcén en cada frasco con cada una de las
cepas bacterianas, para seguir su crecimiento por otras 24 h de incubacion,
después se prosiguié a realizar el conteo correspondiente para determinar su

concentracion de 1x108 UFC.
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3.4.4. Preparacion de solucion nutritiva

Para el testigo de fertilizacién quimica, se aplicé una solucién nutritiva Steiner en
un volumen de 1 L por dia para todas las plantulas testigo durante todo el

experimento.

Cuadro 3.4 Composicion quimica de solucion Steiner

NOs- H2PO4 K* Cazt Mg?* SO4 -
Solucién 12 1 7 9 4 7
Steiner
Agua 0.17 1.36 0.24 0.23

3.5. Variables evaluadas en las plantulas de tomate producidas en
invernadero.
3.5.1. Altura de plantula
Esta variable se midi6 cada siete dias antes de cada aplicacion de los
tratamientos. Considerando ocho repeticiones por tratamiento. Se utilizé una cinta
métrica STANLEY 8m/26’, los datos referidos a esta variable se expresan en

centimetros (cm).
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3.5.2. Diametro de tallo

El tallo es el soporte de la planta y el sistema distribuidor principal de agua y
nutrientes. Esta variable se midié cada siete dias antes de cada aplicacion de los
tratamientos. Considerando ocho repeticiones por tratamiento. Se utilizd un
vernier analogo Metric and Imperial Scales modelo 1223, los datos referidos a

esta variable se expresan en milimetros (mm).

3.5.3. Volumen desplazado de la raiz
Se utiliz6 una probeta graduada a un nivel posteriormente se sumergia la raiz y
se cuantificaba el volumen con la raiz dentro de la probeta, los datos referidos

para esta variable son expresados en mililitros (mL).

3.5.4. Peso fresco de hojas, tallo y raiz
Se cuantificé solo una vez, al finalizar el trabajo experimental. Se utiliz6 una

balanza analitica digital VE-500. Los resultados obtenidos se expresan en gramos

(9).

3.5.5. Peso seco de hojas, tallo y raiz (Materia seca)

Se cuantificé al finalizar el trabajo experimental. Se dejé el material vegetativo
previamente pesado durante 72 horas en una estufa de secado a una temperatura
de 80 °C, posteriormente se peso en una balanza analitica digital VE-500, los

resultados para esta variable se expresan en gramos (g).
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3.5.6. Area foliar
Se obtuvo solo una vez, al finalizar el experimento. Se utiliza un integrador de
area foliar marca LI-COR modelo LI-3100, los resultados referidos para esta

variable se expresaron en cm?.

3.5.7. Actividad enzimatica nitrato reductasa “in vivo”

Se determiné al finalizar. Se recolectaron las muestras de plantulas de tomate
gue posteriormente se llevaron en contenedores con hielo para evitar un pronto
marchitamiento al Laboratorio de Fisiologia y Nutricibn Vegetal del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD) Unidad Delicias, Chihuahua,

para hacer la determinacion.

El procedimiento utilizado es una adaptacion de los métodos propuestos por
Joworski (1957) y Maurifio (1986). El ensayo se llevo acabo tanto en el limbo foliar

como en la raiz de la planta.

Para la cuantificacién de la actividad NR “in vivo” se pesaron 0.15 g de taleolas
de hojas con un didmetro de 7 mm. Los discos foliares se introdujeron en 10 mL
de medio infiltracién, que fue distinto dependiendo de la actividad NR

determinada:
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En el caso de la actividad NR enddgena se pusieron 10 mL del Buffer de
fosfato potéasico 100 mM pH 7.5 + 1 % de propanol.

Actividad NR inducida con NOs se pusieron 10 mL Buffer de fosfato
potasico 100 mL pH 7.5 que contiene nitrato potasico 50 mM + 1 % de
propanol.

Actividad NR inducida con Molibdato se aplicaron 10 mL del Buffer de
fosfato potasico 100 mM pH 7.5 que contiene molibdato sodico dihidrato
50 mM mas 1 % de propanol.

Actividad NR inducida con Molibdato y NOs" se pusieron 10 mL de Buffer
de fosfato potasico 100 mM pH 7.5 que contiene nitrato potasico 50 mM y

Molibdato sddico dihidrato mas 1 % de propanol.

En seguida las muestras se sometieron a un proceso de vacio (aproximadamente

8 bar) durante 10 minutos y en la oscuridad. Posteriormente, las muestras se

incubaron a 30° C en la oscuridad durante 60 minutos. Tras ese tiempo los tubos

se introdujeron en el bafio de agua caliente a 100° C durante 15 minutos.

Para la determinacion de la actividad NR “in vivo” se toma: 1 mL de la alicuota

(Metra), 2 mL de sulfanilamida al 1 % disuelta en HCI 1.5 normal, (1 g de

sulfanilamida mas 20 mL de HCI al 35 %, todo ello disuelto en 100 mL de agua),

2 mL de NNEDA (N-1- naftil- etilendiamida) al 0 .02%, disuelta en HCI 0.2 normal

(20 mg de NNEDA disueltos en 100 ml de HCI en este caso “agua”).
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Tras 20 minutos, se procede a la lectura de la absorbancia en el
espectrofotometro JENWAY UV/Vis, Spectrophotometer a una longitud de onda
de 540 nm, frente a una curva patrén de NO2 entre 0.25 - 2 ug ml%, siguiendo el

meétodo propuesto por Hageman y Hcklesby (1971).

La actividad nitrato reductasa “in vivo” se expres6 en: umol de NO2 formados por
g? p. f. 't (micro moles de nitritos formados por gramos de peso fresco en una

hora).

3.5.8. Andlisis de tejido vegetal

Se recolectaron las muestras de plantulas de tomate frescas y se llevaron al
Laboratorio de Fisiologia y Nutricion Vegetal del Centro de Investigacién en
Alimentacion y Desarrollo (CIAD) Unidad Delicias, Chihuahua, donde
posteriormente se lavaron y secaron para hacer las determinaciones minerales,
las cuales son Nitrégeno (N), Fésforo (P), Potasio (K), Calcio (Ca), Magnesio

(Mg), Manganeso (Mn), Sodio (Na), Cobre (Cu), Niguel (Ni), Zinc (Zn), Fierro (Fe).

3.5.8.1 Determinacion de la concentracion de nitrogeno total (Nt)

Para esta determinacion se pes6é 3 mg de muestra (seca y molida) de cada

tratamiento por triplicado afladiendo 11 mg de pentéxido, en un recipiente de
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aluminio, se procedié a analizar en el FLASH 2000 tal como se muestra en la

figura 3.3.

Figura 3.3. Equipo FLASH 2000 para la determinacién de nitrégeno total

3.5.8.2. Cuantificacién de la concentracién de Sodio (Na), Cobre (Cu),
Hierro (Fe), Manganeso (Mn), Zinc (Zn) y Niquel (Ni), por el método de la

mezcla digestora y espectrofotometria de absorcion atomica.

Se colocé 1 g de muestra en vasos de precipitado de 250 mL, se afiadieron 25
mL de mezcla tridcida (1000 mL de HNOs concentrado, 100 mL de HCI
concentrado, 25 mL de H2SO4 concentrado) se colocé en la parrilla digestora de
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la campana de extraccion de humos hasta tomar un color blanco lechoso,
después se filtr6 en matraces volumétricos de 50 mL (solucion madre) se aforo
con agua desionizada y se agito. Después se coloca la solucion en tubos
graduados de 50 mL para posteriormente ser leidos en el espectrofotdmetro de
absorcion atbmica (Thermo Scientific iCE 3000 Series AA Spectrometer) y realizar

el calculo de la siguiente forma.

% Na = Lectura del aparato ppm * 0.005

Ppm Cu, Fe, Mn, Zn y Ni = Lectura del aparato en ppm * 50

3.5.8.3 Determinacion de la concentracion de calcio (Ca), Potasio (K),
Magnesio (Mg) (Método de la mezcla digestora y absorcién atémica)

De la solucién madre que quedo en el matraz volumétrico de 50 mL, se tomé 1
mL y se colocé en matraces volumétricos de 100 mL, se aforo, se agito y se
procedié a leer en el espectrofotometro de absorcion atémica realizandose los

calculos de la siguiente manera.

% Ca, K, Mg = Lectura del aparato en ppm * 0.5
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3.5.8.4. Cuantificacion del fosforo (P) (Método de la mezcla triacida y

metavanadato molibdato de amonio y colorimetria)

De la solucion madre la primera determinacion, se tomo una alicuota de 0.5 mL
se vacio en un tubo de ensaye de 10 mL, se le agregaron 1 mL de solucion de
nitro-venadato-molibdato de amonio, 3.5 mL de agua desionizada y se agito,
después de una hora se procedio a leer en el espectrofotdmetro marca JENWAY
6405 UV/Vis. Spectrophotometer a 430 nm de absorbancia frente a una curva de
34 estandar (0-100 ppm de P), simultaneamente se prepard un blanco. El calculo

fue de la siguiente manera:

% P = Concentracién de la muestra en ppm * 50/ 10,000 * Peso de la

muestra en (g)

3.5.9. Andlisis microbiolégico (UFC)

Se realiz6 analisis microbiolégico de la plantula dividiéndola en parte aéreay parte
radical, se lavaron con agua destilada, luego se procedié a pesar 1 g de cada una
de las partes, después se realizaron diluciones con agua tridestilada para pasar
a la siembra en caja Petri con medio LB. Los testigos se sembraron con diluciones
de -3y -4, en cambio los tratamientos de bacterias se sembraron las diluciones -

4y -5. Después de la siembra se incubaron por 72 horas.
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Se monitored y cuantifico unidades formadoras de colonias (UFC) cada 24 horas

por las 72 horas.

3.6. Disefio Experimental

Se utilizé un arreglo factorial (4x3) (bacterias x modos de aplicacion) con un
disefio completamente al azar dando un total de doce tratamientos con tres
testigos y ocho repeticiones. Obteniendo 120 unidades experimentales. Se
realizaron contrastes ortogonales para la comparacién de los tratamientos con los
testigos correspondientes, analisis de varianza (ANOVA) y prueba de separacion
de medias por Tukey (P<0.05) del paquete estadistico SAS (Statistical Analysis

Systerm; SAS ver. 9.1, 1998).Statistical Analysis System.

El modelo matematico asociado al disefio de dos factores-tratamiento con

interaccién y replicado es el siguiente:

Paracadai=1,..,1,j=1,..,J, k=1,..K se tiene el siguiente modelo:

determiniata

Yije = Jr.t-I—J.'L;-I—_.":'I'j.--l—I[A:l_.":'l'}i,.jl.-|— Eijk 5 W],k
— —

aleatorio aleatorio
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. . . . ., 2
con i v.a. independientes con distribucion N(0:77).

Donde,

Y ik es el resultado del tratamiento i-ésimo, i = 1,2,...,1 del factor Tcx y del
tratamiento j-ésimo, j = 1,2,...,ni del factor T5, en la replicacion t-ésima, t =
1,..K

Hes el efecto global que mide el nivel medio de todos los resultados,

@ es el efecto (positivo 0 negativo) sobre la respuesta debido a que se
observa el nivel i del factor Tex, Se verifica que Ei =1l =0,

-Hj es el efecto (positivo 0 negativo) sobre la respuesta debido a que se
observa el nivel | del factor TH. Se verifica que E,- -5 =0,

(@8); representa la interaccién y es el efecto extra (positivo o negativo)
sobre la respuesta debido a que se observan conjuntamente los niveles iy
jde los factores Texy T8 respectivamente. Mide la desviacion de las medias

de la hipotesis de aditividad de los efectos y viene definida por:

(af)i; = Ewig) —p — o — 35

Se verifica que 2-i=1(@8); = 2= 1%(@f); = 0, parai=1,...,1; j = 1,...,J.

Zik es el error experimental o perturbacion, son variables aleatorias

independientes idénticamente distribuidas (i.i.d.) con distribucion N[”'-"’E}.
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4.1. Altura de planta

El andlisis estadistico para la variable altura de plantulas de tomate producidas
en invernadero a los 35 dds obtuvo diferencia significativa por diferentes cepas
como el modo de aplicacion, realizando contrastes ortogonales para realizar la
comparacién con los testigos siendo altamente significativo, con respecto a las
cepas la bacteria KB4 fue la que mostr6 mayor efecto 30.91 % mayor que el
testigo de solucion buffer, un 27.8 % mayor que el blanco y solo un 18.01 % menor

que la aplicacion de solucién nutritiva (Figura 4.1).

En el caso de la forma de aplicacion las plantulas inoculadas y combinadas fueron
estadisticamente iguales entre si y diferentes a los tratamientos asperjados, sin
embargo, son mayores la inoculacion mixta mostré una altura 6.75 % mayor que

los asperjados.

De modo que, aunque en no se llega a igualar la aplicacion de solucion nutritiva
se observa un efecto similar al obtenido por Noh (2014) donde obtuvieron
diferencias significativas hasta de un 36 % en la altura de plantulas de tomate

inoculadas con PGPR comparado con el testigo sin inocular.
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Figura 4.1. Comparacion de medias de altura de planta, a los 35 después de la
siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en invernadero con diferente
modo de aplicacién de cuatro rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal.
Letras distintas dentro de cada columna indican diferencia estadistica significativa
entre el modo de aplicacién y letras entre cada grupo de columnas indican
diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Tukey; P< 0.05).
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4.2. Diametro de tallo

El andlisis estadistico para la variable diametro de tallo a los 35 dds se obtuvo
diferencia altamente significativa en las bacterias vy las diferentes formas de
inoculacion y diferencia significativa en la interaccion de ambos factores,
realizando contrastes ortogonales para la comparacion con los testigos,
mostrando un mayor efecto la bacteria KB4 aplicandose de manera combinada
siendo 22.46 % mayor que el testigo de solucion buffer, un 21.28 % mayor que el

blanco y solo un 8.76 % menor que la aplicacién de solucién nutritiva (Figura 4.2).

Zulueta-Rodriguez (2015) inoculando pseudomona fluorenses en diferente cultivo
encontré diferencias significativas en diametro de tallo siendo un 20.6 % mayor al
testigo sin inocular. Obteniendo resultados similares, en la presente investigacion

la cepa KB4 fue mayor al blanco un 21.8 %.

Por tal motivo se puede inferir que aplicar la cepa KB4 (pseudomona spp.)

aumentara el diametro de tallo de una manera significativa y mayor a los

resultados obtenidos por Zulueta-Rodriguez (2015).
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m aspersion foliar minoculacion = combinacion
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Figura 4.2. Comparacion de medias de diametro de tallo, a los 35 dias después
de la siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en invernadero con
diferente modo de aplicacion de cuatro rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal. Letras distintas dentro de cada columna indican diferencia estadistica
significativa entre el modo de aplicacion y letras entre cada grupo de columnas
indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Tukey; P< 0.05).

4.3. Area foliar

El andlisis estadistico para la variable &rea foliar a los 40 dias después de
siembra, mostro diferencia altamente significativa entre cepas, teniendo la LB1

(Bacillus spp.) un mejor desarrollo de area foliar con un 57.23 % mayor al blanco,
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un 29.85 % mayor a la soluciéon buffer y 38.44 % menor que la aplicacién de
solucion nutritiva. Entre las distintas formas de aplicaciéon no se tuvo diferencia
significativa y la interaccion de las mismas con las bacterias mostraron diferencia
significativa teniendo mejor interaccion la cepa LB1 de manera asperjada como

se muestra en la Figura 4.3.

Espinosa et al. (2017) sefialan que la aplicacion de la cepa Bacillus sp., mas la
utilizacion del sustrato a base de compost, es una buena alternativa de
fertilizacion, para la produccién de tomate en invernadero con calidad comercial
aceptable. Asi como también Rojas-Solis et al. (2016) muestran resultados mas
favorables con la cepa Bacillus sp. al compararla con la cepa Pseudomona sp.,

en la promocién de crecimiento de plantas de tomate en invernadero.
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Figura 4.3. Comparacion de medias de area foliar a los 40 dias después de la
siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en invernadero de manera
asperjada de cuatro rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Letras
distintas dentro de cada columna indican diferencia estadistica significativa
(Tukey; P< 0.05).
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4.4. Volumen desplazado de raiz (VDR)

El analisis estadistico para volumen desplazado de raiz a los 41 dias después de
siembra muestra diferencia altamente significativa en los factores asi como la

interaccién de ambos, se realizd contrastes ortogonales para la comparaciéon con
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los testigos; la cepa KB4 (Pseudomona) destaco de manera combinada con un
mayor efecto que las demas cepas teniendo un 55.68 % mas que el blanco, 51.83
% mas que la solucién buffer y tan s6lo 10.51 % menor a la solucion nutritiva

(Figura 4.4).

Noh (2014) encontré diferencia significativa con la inoculacion de rizobacterias en
plantulas de tomate teniendo 42.2 % mayor volumen radical que el testigo sin
inocular, por tanto, se puede concluir que la inoculacién de la cepa KB4 supera

los resultados obtenidos por Noh (2014).

Aguado-Santacruz (2012) menciona que algunas especies del género
Pseudomona producen una enzima llamada ACC desaminasa, que al aumentar
la actividad de esta enzima en la planta se disminuye inmediatamente la

produccion de etileno y por tanto aumenta notoriamente el crecimiento de la raiz.
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Figura 4.4. Comparacion de medias en voliumen desplazado de raiz, a los 41 dias
despues de la siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en invernadero
con aplicacion inoculada mas aspersion de cuatro rizobacterias promotoras de

crecimiento vegetal. Letras distintas dentro de cada columna indican diferencia
estadistica significativa entre tratamientos (Tukey; P< 0.05).

4.5. Peso fresco de planta

El andlisis de varianza de la variable peso fresco de raiz, hoja y tallo a los 41 dias
después de la siembra (dds) en plantulas de tomate inoculadas con PGPRs y en
tres maneras distintas de inoculacion, mostré diferencia altamente significativa en

los dos factores y en la interaccion de ambos.
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Haciendo también una comparacion con los testigos por contrastes ortogonales,
teniendo la interaccion de KB4 aplicada de manera inoculada con un 60.85 %
mayor que el blanco, 42 % mas que la solucion buffer y 10.20 % mayor a la

aplicacion de solucién nutritiva (Figura 4.5).

Zulueta-Rodriguez (2015) obtuvo valores inferiores para el peso fresco con
pseudomona putida siendo un 49.56 % mayor al testigo sin inocular, por tanto,

podemos inferir que las cepas de genero pseudomona elevan el peso fresco de

plantula.
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Figura 4.5.Comparacion de medias de peso fresco de raiz, hoja y tallo, a los 41
dias despues de la siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en
invernadero con aplicacion de manera inoculada de cuatro rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal. Letras distintas dentro de cada columna
indican diferencia estadistica significativa (Tukey; P< 0.05).
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4.6. Materia seca de planta

El analisis estadistico de la variable peso seco de raiz, hoja y tallo presenta
diferencia altamente significativa en las cepas y en la interaccion de ambos
factores, no se tuvo diferencia significativa en el modo de aplicacion, haciendo

también contrastes ortogonales para la comparacion de testigos.

Teniendo interaccion la cepa LB1 de manera de aplicacion mixta (inoculada y
asperjada) siendo 61.73 % mayor al blanco, 45.40 % mayor a la solucion buffer y

16.7 % menor a la aplicacién de solucion nutritiva (Figura 4.6.1).

Cisneros Rojas (2017) encontr6 valores similares siendo la cepa Bacillus un 59.70
% mayor al testigo sin inocular en plantulas de café, realizando tres aplicaciones
con la concentracion de 1x108, teniendo sus mejores resultados con esta cepa y
atribuyéndolos a la capacidad que tiene la bacteria Bacillus de solubilizar fosfatos

y crear sinergias con otras bacterias.
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Figura 4.6. Comparacion de medias de peso seco de raiz, hoja y tallo, a los 41
dias despues de la siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en
invernadero con aplicacién de manera mixta de las rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal. Letras distintas dentro de cada columna indican diferencia
estadistica significativa (Tukey; P< 0.05).

4.7 Nitrato reductasa

4.7.1. Nitrato reductasa reaccion endégena

En la variable nitrato reductasa, la reaccion endogena es la que cuantifica el
aporte del nitrato que asimilo la planta de manera natural para posteriormente
reducirlo a nitrito.
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Se obtuvo diferencia altamente significativa entre las bacterias, la cepa de mayor
efecto fue la LB1 con un 9.87 % mas que el blanco, un 10.31 % mas que la

solucion buffer y un 12 % mayor a la aplicacion de solucion nutritiva (Figura 4.7.1).

Se obtuvo diferencia significativa entre formas de aplicacion siendo mejor la
aspersion y no hubo diferencia significativa en su interaccion, se realizaron
contrastes ortogonales para la comparacién con los testigos teniendo diferencia

altamente significativa.

Méndez Gomez et al. (2014) indica que existe una relacion entre el 6xido nitrico
y las auxinas en el inicio del desarrollo radical de las plantulas y en vias
metabdlicas importantes para el crecimiento de esta, en diversas bacterias
promotoras de crecimiento el éxido nitrico puede ser producido bajo condiciones
aérobicas y se puede catalizar por dos vias, la enzima nitrato reductasa y la

enzima 6xido nitrico sintetasa.

Por lo que podemos inferir la cepa LB1 (Bacillus) al ser una bacteria aerobia y
siendo aplicada de manera asperjada induce el crecimiento de las plantulas de

manera natural.

Cérdova (2016) obtuvo un valor de .14 puMoles de NO2g p f h't en aplicacién de

microalgas de manera foliar en plantulas de tomate en invernadero mientras que
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con la aplicacion de la cepa de LB1 de manera asperjada se obtuvo un valor de
6.59 uMoles de NOz2g p f h'l, por tanto, podemos inferir que la aplicacién de la

cepa LB1 es mejor que la aplicacion de microalgas.
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Figura 4.7.1. Comparacion de medias de la reaccion endogena de la enzima
nitrato reductasa, a los 36 dias despues de la siembra (dds), de plantulas de
tomate producidas en invernadero de cuatro rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal. Letras distintas dentro de cada columna indican diferencia
estadistica significativa (Tukey; P< 0.05).
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4.7.2. Nitrato reductasa reaccion inducida con sustrato NO3

En la variable enzima nitrato reductasa, la reaccion inducida con NOs como
sustrato es la que cuantifica el aporte del nitrato que asimilo la planta para

posteriormente reducirlo a nitrito (Figura 4.7.2).

Obteniendo diferencia altamente significativa en ambos factores y su interaccion,
realizando contrastes ortogonales para la comparacion de los tratamientos con
los testigos teniendo también diferencias altamente significativas, la cepa de
mayor efecto fue la KB4 de manera combinada con un 7.01 % mas que el blanco,
un 14.75 % mas que la solucién buffer y un 12.61 % mayor a la aplicacion de

solucién nutritiva.

Lo que nos indica que la cepa KB4 necesita de una mayor concentracion de nitrato
para ser eficiente al contrario que la cepa LB1y NFB2 que probablemente tuvieron
algo de inhibiciébn por exceso de sustrato, ademas que mostraron un mayor
resultado que la cepa KB3 la cual probablemente al ser una bacteria anaerobia
no pudo desarrollarse igual aplicada de manera combinada como el resto de las

cepas.
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Figura 4.7.2. Comparacion de medias de la reaccion con sustrato NOs de la
enzima nitrato reductasa, a los 36 dias despues de la siembra (dds), de plantulas
de tomate producidas en invernadero con forma de aplicacion combinada de
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Letras distintas dentro de cada
columna indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Tukey; P<
0.05).

4.7.3. Nitrato reductasa (NR) reacciéon con Mo como cofactor

En la determinacion de la enzima nitrato reductasa en reaccion con molibdeno
(Mo) como cofactor, el Mo sirve como puente para reunir el sustrato y la enzima,

en este caso ayuda a que la reaccion sea mas estable para la enzima NR esta es
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la que cuantifica el aporte del nitrato que asimilo la planta para posteriormente

reducirlo a nitrito.

Teniendo en los resultados diferencia altamente significativa en los factores y la
interaccion de ambos, realizando contrastes ortogonales para la comparacion con
los testigos, la cepa de mayor efecto fue la KB3 de manera combinada con un
5.34 % mas que el blanco, un 13.47 % mas que la solucién buffer y un 4.73 %

mayor a la aplicacion de solucién nutritiva.

Al ser mayor la cepa KB3 que el resto nos indica que esta cepa funciona de mejor
manera con un cofactor que le permita estabilizar la reaccién ya que no tuvo tan
buenos resultados de manera enddgena ni con el uso de un sustrato a diferencia

del resto de las cepas.
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Figura 4.7.3. Comparacion de medias de la reaccion con Mo como cofactor de la
enzima nitrato reductasa, a los 36 dias despues de la siembra (dds), de plantulas
de tomate producidas en invernadero con forma de aplicacibn combinada de
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Letras distintas dentro de cada
columna indican diferencia estadistica significativa (Tukey; P< 0.05).

4.7.4. Nitrato reductasa reaccion con sustrato y cofactor (NOz+Mo)

En la variable nitrato reductasa en reaccion inducida con Mo como cofactor y NO3
como sustrato para la enzima NR esta es la que cuantifica el aporte del nitrato

gue asimilo la planta para posteriormente reducirlo a nitrito.

Se obtuvo diferencia altamente significativa en ambos factores y su interaccion,
realizando contrastes ortogonales también con diferencia altamente significativa

para la comparacion de los factores con los testigos, la cepa de mayor efecto fue
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la KB4 aplicada de manera combinada con un 14.56 % mas que el blanco, un
26.45 % mas que la solucién buffer y un 10.14 % mayor a la aplicacion de solucion

nutritiva (Figura 4.7.4).

No obstante, esta reaccion nos indica que para que la cepa KB4 pueda tener un
mejor desempefio requiere de mas nitrato disponible y al Mo como estabilizador

de la reaccion.
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Figura 4.7.3. Comparacion de medias de la reaccion de sustrato y cofactor (NOs+
Mo) de la enzima nitrato reductasa, a los 36 dias despues de la siembra (dds),
de plantulas de tomate producidas en invernadero con forma de aplicacion
combinada de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Letras distintas
dentro de cada columna indican diferencia estadistica significativa (Tukey; P<
0.05).
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4.8. Analisis Minerales de Tejido Vegetal

4.8.1. Nitrégeno (N)

El N se considera el nutriente que se usa mas ampliamente como fertilizante ya
que es el mas demandado para el crecimiento de las plantas. Al cuantificar el
contenido de N total se encontro diferencia significativa en la interaccién de ambos
factores obteniendo como mejor cepa la KB4 de manera inoculada con 15.94 %
mas nitrégeno que el testigo absoluto, 25.26 % mas que la solucion buffer y tan

solo 16.29 % menor a la aplicacion de solucién nutritiva (Figura 4.8.1).

Sanchez-Lopez (2012) evidencid en su trabajo que con cepas del género
Pseudomonas mejoro el crecimiento vegetal de plantas de tomate registrando
mayor absorcion de nutrientes, asi pues, al encontrarse similitudes en la
absorcion de nutrientes en el presente trabajo se puede decir que la mejor cepa

para el contenido de nitrégeno es la KB4 siendo esta del género pseudomona.

Coérdova (2016) al aplicar microalgas asperjadas en plantulas de tomate bajo
invernadero obtuvo un valor de 6.79 % de nitrdgeno a los 51 dias después de la
siembra, siendo mas alto al obtenido en esta investigacion teniendo un 2.24 % a
los 36 dias después de la siembra, por tanto, la diferencia de los dias después de

la siembra puede interferir en la comparacion.
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En la forma de aplicacion de los tratamientos se obtuvo diferencia significativa,
siendo estadisticamente iguales la inoculacion y la combinacién de la inoculacién
mas la aspersion, pero diferentes a los tratamientos asperjados con 9.62 % y
11.71 % respectivamente mayores a la aspersion foliar, por lo cual se observo

que el efecto de las PGPR fue mayor en la aplicacion de manera combinada.
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Figura 4.8.1. Comparacién de medias del nitrogeno (%), a los 36 dias despues
de la siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en invernadero con
diferente forma de aplicacion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal.
Letras distintas dentro de cada columna indican diferencia estadistica significativa
entre el modo de aplicacién y letras entre cada grupo de columnas indican
diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Tukey; P< 0.05).
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4.8.2. Fosforo (P)

El fésforo (P) es un macroelemento esencial para el crecimiento de las plantas.
El fésforo participa en los procesos metabdlicos, tales como la fotosintesis, la
transferencia de energia y la transferencia genética, la sintesis y degradacion de

los carbohidratos (Njira y Nabwami, 2015).

En el contenido de fosforo se encontré diferencia significativa en la interacciéon de
ambos factores y diferencia altamente significativa al realizar contrastes
ortogonales para la comparacion de los testigos, siendo los tratamientos de las
cepas de manera combinada junto con la solucién buffer significativamente
superiores a la solucion nutritiva y al blanco, la cepa KB3 y LB1 tuvieron los
valores mas altos con un 29.64 % mayor a la solucién nutritiva y 23.35 % mayor

al blanco respectivamente.

Por tanto, se puede decir que en el contenido de fosforo si interfirio en el resultado
el medio de suspensién en el que se aplicaron ya que el PBS como su hombre lo
indica es una solucién buffer fosfatada, por lo que el contenido de fosforo es
estadisticamente igual en todas las bacterias que se aplicaron, sin embargo como
se observa en la Figura 4.8.2 hay una diferencia entre cada una de ellas y esta
es gracias a la capacidad de solubilizar fosfatos de cada una de las cepas,

teniendo los valores mas altos las cepas KB3 y LB1.
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La solucion buffer también afecto la forma de aplicacién ya que se encontré que,
aunque la inoculacion y los tratamientos combinados son estadisticamente
iguales son superiores a la aspersion foliar, puede estar relacionado con la
cantidad de inoculo que se aplicé pues los tratamientos combinados fueron a los
que mas volumen se les aplico y en los resultados tuvieron mayor contenido de
fosforo con un 5.29 % mas que la inoculacion y 20.65 % mas que la aspersion

foliar.
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Figura 4.8.2. Comparacion de medias del fosforo (%), a los 36 dias despues de
la siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en invernadero con diferente
forma de aplicacion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Letras
distintas dentro de cada columna indican diferencia estadistica significativa entre
tratamientos y letras entre cada grupo de columnas indican diferencia estadistica
significativa entre forma de aplicacion (Tukey; P< 0.05).
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4.8.3. Potasio (K)

El potasio es un nutriente esencial que es absorbido por las plantas en cantidades
mayores que cualquier otro nutriente, excepto el nitrégeno. A diferencia de la
mayoria de los otros nutrientes, el potasio no esta incorporado en estructuras de
compuestos organicos; en cambio, el potasio permanece en forma iénica (K +) en
solucién en la célula y actta como un activador de muchas reacciones

enzimaticas en la célula (Halvin JL, 2005).

Por lo tanto, tiene muchas funciones en la nutricién y el crecimiento de las plantas
que influyen en la calidad. Estos incluyen la regulacion de procesos metabdlicos
como la fotosintesis; activacion de enzimas que metabolizan los carbohidratos
para la sintesis de aminoacidos y proteinas; facilita la division celular y el
crecimiento al ayudar a mover almidones y azucares entre las partes de la planta

(Njira y Nabwami, 2015).

En el contenido de potasio se tuvo diferencia altamente significativa entre las
cepas, no hubo diferencia significativa en la forma de aplicacion, pero en la
interaccion de ambos factores si mostro diferencia significativa, mostrando
también diferencias altamente significativas al realizar contrastes ortogonales

para la comparacion de los testigos.
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Teniendo en la interaccion la cepa KB3 de manera combinada, siendo 66.31 %
mayor al blanco, 64.19 % mayor a la solucion buffer y 50.50 % menor a la

aplicacion de la solucion nutritiva, por tanto,
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Figura 4.8.3. Comparacién de medias del potasio en %, a los 36 dias despues de
la siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en invernadero con forma de
aplicacion combinada de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Letras
distintas dentro de cada columna indican diferencia estadistica significativa
(Tukey; P< 0.05).

81



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.8.4. Calcio (Ca)

El calcio (Ca) es un constituyente vital de la pared celular y en consecuencia es
indispensable para la actividad meristematica. En el contenido de calcio se
encontrd diferencia altamente significativa entre tratamientos teniendo mejor
resultado en la interaccion de la aplicacion inoculada de la cepa LB1 con 83.68 %
mas que el blanco y 71.98 % mas que la solucién buffer y tan solo 32.69 % menor

a la solucion nutritiva (Figura 4.8.4).

En la forma de aplicacion se obtuvo diferencia significativa siendo superior la
combinacion de inoculacién al sustrato y aspersion foliar con 15.39 % mayor
efecto que la aspersion foliar y un 12.23 % de mayor efecto que la inoculacion.
De modo que la combinacién de aspersion foliar e inoculacion es viable como lo

menciona Azfal (2012) y Fukami (2016).
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Figura 4.8.4. Comparacion de medias del calcio en %, a los 36 dias despues de
la siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en invernadero con forma de
aplicacion inoculadas de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Letras
distintas dentro de cada columna indican diferencia estadistica significativa
(Tukey; P< 0.05).

4.8.5. Magnesio (Mg)

El rol mas conocido del magnesio (Mg) en las plantas es su presencia en el centro
de la molécula de clorofila, como componente estructural de los ribosomas y por
esto es esencial para la fotosintesis, también esta involucrado en el metabolismo
de proteinas y se requiere para la actividad maxima de casi todas las enzimas

fosforiladoras en el metabolismo de los carbohidratos (Njira y Nabwami, 2015).
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El andlisis nutricional de magnesio en este estudio indica una diferencia
significativa de ambos factores y su interaccion siendo superior la cepa KB4 de
manera combinada con 73.4 % mas magnesio que el blanco, 80.11 % mas que la

solucion buffer y 47.8 % superior a la solucién nutritiva (Figura 4.8.5).

En la manera de aplicacion se encontré diferencia significativa mostrando que los
tratamientos combinados fueron superiores 20.48 % y 33.91 % a los inoculados y
asperjados respectivamente, por tanto, como menciona Azfal (2012) la
combinacion de inoculacidén al sustrato y aspersion foliar es la mejor forma de
aplicacion ya que aporta un mayor contenido de magnesio probablemente porque

tenga mayor cantidad de PGPR inoculada.
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Figura 4.8.5. Comparacion de medias del magnesio en %, a los 36 dias despues
de la siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en invernadero con forma
de aplicacion combinada de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal.
Letras distintas dentro de cada columna indican diferencia estadistica significativa
(Tukey; P< 0.05).

4.8.6. Sodio (Na)

El sodio estimula en crecimiento del alargamiento celular y puede sustituir al
potasio como un soluto osméticamente activo, aunque en exceso afecta

seriamente el desarrollo vegetal (Gonzalez Rebollar,2010).
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Los resultados mostraron que en la concentracion de sodio hubo diferencia
altamente significativa entre cepas y fue estadisticamente igual entre modos de
aplicacion las bacterias, asi como también hubo diferencia significativa en la
interaccion, la interaccion de la cepa KB4 de manera combinada fue la que mostro
contenidos superiores, con 19.60 % mas que el contenido de sodio de la solucion
nutritiva, 17.68 % mas que la solucion buffer y 19.37 % mas que el blanco (Figura

4.8.6).

Se realizaron contrastes ortogonales para la comparacion con los testigos
teniendo diferencia altamente significativa. De modo que, al ser mayor su
contenido de sodio en las cepas que los testigos mostré su alta tolerancia a la
salinidad sin que afecte de manera negativa el valor en la mayoria de las variables
fenolégicas como altura, volumen desplazado de raiz, area foliar, biomasa,

materia seca, etc.

En la forma de aplicacion no hubo diferencias significativas, por lo que, cualquier

manera de aplicacion no afectara el contenido de sodio en la planta.
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Figura 4.8.6. Comparacion de medias del sodio en %, a los 36 dias despues de
la siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en invernadero con forma de
aplicacion combinada de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Letras
distintas dentro de cada columna indican diferencia estadistica significativa
(Tukey; P< 0.05).

4.8.7. Manganeso (Mn)

El manganeso actla como activador de enzimas esenciales en los procesos de
crecimiento, apoya al hierro en la formacion de clorofila, acelera la germinacién y
la maduracién, aumenta el aprovechamiento del calcio, el magnesio y el fosforo.
En lo que se refiere a su reparticion en la planta, las partes jévenes del vegetal

son a menudo las més ricas en Mn (FAO, 2016).
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El contenido de manganeso tuvo diferencia altamente significativa entre cepas, la
interaccion de ambos factores mostro diferencia significativa teniendo la cepa KB3
de manera asperjada con 55.83% mayor al blanco, 56.98 % mas que la solucién
buffer y tan solo 1.78 % menor a la solucion nutritiva (Figura 4.8.7). El contenido
de manganeso no se vio afectado por la manera de aplicacion, siendo estas

estadisticamente iguales.
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Figura 4.8.7. Comparacion de medias de manganeso ppm, a los 36 dias despues
de la siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en invernadero con forma
de aplicaciéon asperjada de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal.
Letras distintas dentro de cada columna indican diferencia estadistica significativa
(Tukey; P< 0.05).
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4.8.8. Niquel (Ni)

El Niquel (Ni), es absorbido activamente a través del plasmalema en forma i6nica
como Ni2+. Este elemento es esencial para el funcionamiento de la enzima

ureasa, la cual es importante en la transformacion del N (Brown et al., 1988).

En el contenido de niquel hubo diferencia altamente significativa en ambos
factores, sin embargo, no mostro diferencia significativa la interaccion. La cepas
KB3 y KB4 fueron las que mostraron un mayor contenido de niquel entre
bacterias, se realiz6 contrastes ortogonales para la comparacion de las cepas con

los testigos teniendo diferencias altamente significativas.

Siendo la solucion nutritiva un 10.65 % mayor a la cepa KB4 que fue la que mostr6

el valor més alto entre las bacterias (figura 4.8.8).

En la forma de aplicacién hubo diferencia significativa teniendo un mejor resultado

de la manera combinada con un 5.09% mayor a la inoculaciéon y 6.08% que la

aspersion.
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Figura 4.8.8. Comparacién de medias de niquel ppm, a los 36 dias despues de la
siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en invernadero con diferente
forma de aplicacién de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Letras
distintas dentro de cada columna indican diferencia estadistica significativa entre
el modo de aplicacion y letras entre cada grupo de columnas indican diferencia
estadistica significativa entre tratamientos (Tukey; P< 0.05).

4.8.9. Fierro (Fe)

El Fe es un componente del sistema enzimatico que estd presente en las
reacciones de oxidacién-reduccion en la planta, regula la respiracion, la

fotosintesis y reduccién de nitratos y sulfatos (Njira y Nabwami, 2015).
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En el contenido Fe se obtuvo diferencia altamente significativa en los factores y
la interaccién de ambos factores obteniendo la cantidad mayor de fierro la cepa
NFB2 en la forma de aplicacion combinada con 66.07 % mayor al blanco, 74.63

% mayor a la solucion buffer y 70.48 % mayor a la solucion nutritiva (figura 4.8.8).
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Figura 4.8.9. Comparacion de medias de fierro ppm, a los 36 dias despues de la
siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en invernadero con diferente
forma de aplicacién de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Letras
distintas dentro de cada columna indican diferencia estadistica significativa
(Tukey; P< 0.05).
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4.8.10. Zinc (Zn)

El zinc es un importante componente activador de varias enzimas involucradas
en actividades metabdlicas y bioquimicas. Es un cofactor funcional, estructural o
regulador de un gran ndmero de enzimas y desempefa un papel esencial en la

transcripcion del ADN (Muthukumararaja y Sriramachandrasekharan, 2012).

Otras funciones del zinc incluyen: catalizar el proceso de oxidacién en células
vegetales y es vital para la transformacion de carbohidratos; e influyendo en la
formacién de clorofila y auxinas, los compuestos promotores del crecimiento (Njira

y Nabwami, 2015)

En el contenido mineral de zinc se obtuvo diferencia significativa entre bacterias
y la interaccién de ambos factores, teniendo con mayores resultados la cepa LB1
de manera combinada con 62.39 % mas zinc que el blanco, 69.65 % més que la

solucion buffer y 25.73 % mayor a la solucion nutritiva (Figura 4.8.10).

En la manera de aplicacion no se obtuvo diferencia significativa, por tanto, el valor

mineral del zinc no se ve afectado por la forma de aplicacién de las PGPR.
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Figura 4.8.10. Comparacion de medias de zinc ppm, a los 36 dias despues de la
siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en invernadero con forma de
aplicacion combinada de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Letras
distintas dentro de cada columna indican diferencia estadistica significativa
(Tukey; P< 0.05).

4.8.11. Cobre (Cu)

El Cu es un micronutriente esencial que participa en mdultiples procesos
metabdlicos y en las concentraciones adecuadas favorece el crecimiento de las
plantas, aungque en presencia de elevados niveles, normalmente estas presentan

reduccion de la biomasa y sintomas de clorosis (Sankoumba Fadiga, 2014).

En el contenido de cobre se obtuvo diferencia altamente significativa en la

interaccién de ambos factores, teniendo mejores resultados la cepa KB4 de
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manera inoculada con 62.99 % mas cobre que el blanco, 68.40 % mas que la

solucion buffer y 61.39 % mas que la solucion nutritiva (Figura 4.8.11).

En la manera de aplicacion de las bacterias se obtuvo mejores resultados en los
tratamientos inoculados con 25.68 % mas contenido de zinc que los tratamientos

combinados y 39.73 % mas que los tratamientos de aspersion foliar.

7 a
6
5 b
C
c
£ c ¢
o c
3
2
1
0
Inoculado

HLB1 mNFB2 mKB3 m KB4 mBlanco M Solucion Nutritiva H Solucion Buffer

Figura 4.8.11. Comparacion de medias de cobre (ppm), a los 36 dias despues
de la siembra (dds), de plantulas de tomate producidas en invernadero con forma
de aplicacion inoculada de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal.
Letras distintas dentro de cada columna indican diferencia estadistica significativa
(Tukey; P< 0.05).
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4.9. Ternas fisiolégicas

Las ternas fisioldgicas se utilizan para evaluar el grado nutricional de los cultivos,
mediante un analisis de tejido, en ellas se determinan las concentraciones de
iones para diagnosticar una posible deficiencia nutrimental, deficiencia fisiologica

y/o hambre oculta de los cultivos.

En el Cuadro 4.9 se presentan las concentraciones ideales de iones que deben

de tener en los cultivos y los resultados obtenidos en las plantulas de tomate.

En la primera terna de elementos mayores se muestra un desbalance en las
cepas en sus diferentes formas de aplicacién ya que el exceso de fosforo nos
provoca una inhibicién del contenido de nitrégeno, sin embargo, la cepa que nos

muestra valores mas cerca de lo ideal es la cepa KB4 de forma inoculada.

En la segunda terna de elementos mayores la cepa LB1 de manera asperjada y
de manera inoculada muestra un balance muy cerca del ideal, al igual que la cepa
NFB2 de manera inoculada, superando el balance de ternas fisiol6gicas en
plantulas de tomate de Cdérdova (2016) las cepas KB3 y KB4 muestran un

desbalance causado por un exceso de magnesio.
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En la tercera terna de elementos menores la cepa KB4 de forma asperjada y la
cepa LB1 en sus tres formas de aplicacion, se obtuvo valores muy similares a
Cordova (2016) donde se realizé aplicacion de microalgas en plantulas de tomate.
Lo que nos indica que los valores obtenidos son viables para plantulas de tomate

bajo condiciones de invernadero.

En la cuarta terna de elementos menores la cepa KB4 de manera asperjada es la
gue muestra un balance mas cerca al ideal que el resto de las cepas, lo que nos
dice que con la aplicacion de esta cepa de manera asperjada se pueden obtener

resultados cercanos a los 6ptimos.

Cuadro 4.9. Ternas fisiologicas del contenido mineral de plantulas de tomate
producidas en invernadero con diferente forma de aplicacién de rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal

Ternas Fisiolégicas

Composicién porcentual (%)

Tratamientos N-10P-K K-Ca-Mg Fe-Mg-2n Fe-Mg-Cu

60- 30-10 30-60-10 50-40-10 50-40-10

LB1 Asperjada 35-54-11 26-64-10 52-22-26 69-28-3
LB1 Inoculada 29-59-12 30-59-11 53-25-22 65-31-4
LB1A+1 33-54-13 41-46-13 55-21-24 71-26-3
NFB2 Asperjada 34-49-17 35-52-13 45-27-28 59-35-6

NFB2 Inoculada 35-56 -9 26-63-11 53-26-21 65-31-4
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NFB2 A + |
KB3 Asperjada
KB3 Inoculada
KB3 A + |

KB4 Asperjada
KB4 Inoculada
KB4 A + |
Blanco
Solucion
Nutritiva

Solucién Buffer

42 -52-6

33-51-16

38-51-11

28 - 55-17

42 -41-17

43 -51-6

36 -56-8

40-52-8

38-31-31

33-59-8

18-68-14

57-20-23

51-25-24

45-39-16

57-34-9

24 -45-31

21-48-31

48 — 26 - 26

49 - 41 -10

44 -39 - 17

72-21-7

57-35-8

58 -30-12

56 -27-17

49 -33-18

60-26-14

61-26-13

48 - 29 - 23

48 -33-19

44 - 36 - 20

76-21-3

59-36-5

62-32-6

59-29-12

56-38-6

58 -25-17

68-28-4

58 -35-7

57-39-4

52-41-7

A+l= Asperjada e Inoculada

4.10. Comportamiento microbiolégico (UFC)

En el conteo microbiologico se encontrd diferencia altamente significativa entre

las cepas, con mayores UFC los tratamientos donde se aplicé la cepa NFB2, KB4

y LB1 mostrando estos mayores efectos promotores de crecimiento que la cepa

KB3 donde se encontré un menor contenido de unidades formadoras de colonias,

pudiera ser que esta bacteria es de crecimiento mas lento.
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Asi mismo, también se muestra diferencia altamente significativa en comparacion
con los testigos realizando contrastes ortogonales, con lo que podemos
comprobar que la mayor presencia de microorganismos es gracias a la
inoculacién de estos, lo que nos sugiere que al tener una mayor cantidad de
microorganismos promotores de crecimiento se tiene un efecto positivo en

variables fenoldgicas y absorcion de nutrientes.

Por tanto, realizar el andlisis de UFC nos puede servir para observar el
comportamiento microbiolégico y saber si se le puede atribuir alguna respuesta
positiva 0 negativa a las bacterias, no obstante, no se encontraron diferencias
significativas en la manera de aplicacién, ni su comportamiento en parte aérea de

la radical (Figura 4.10).
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Figura 4.9. Comparacion de medias de unidades formadoras de colonias (UFC)
en concentracion x10°, a los 37 dias despues de la siembra (dds), de plantulas
de tomate producidas en invernadero con diferente forma de aplicacion de
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Letras distintas dentro de cada
grupo de columnas indican diferencia estadistica significativa (Tukey; P< 0.05).
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VI. Recomendaciones

Para un préximo trabajo de investigacion utilizando Rizobacterias y forma de

aplicacién se recomienda lo siguiente:

e La aplicacion de la cepa LB1 mostr6 mejores resultados de Area Foliar y
la enzima Nitrato Reductasa enddgena, de manera asperjada, como
también en materia seca, Calcio y Zinc aplicada de manera combinada, por
lo que yo recomendaria profundizar en la importancia de la aplicacion de

esta cepa de manera foliar.

e Laaplicacion de la cepa NFB2, si bien mostré buenos resultados, no fue la
mejor, excepto en el contenido mineral de Fe por lo que yo no
recomendaria realizar mas estudios en esta bacteria a menos que su area

de interés sea la concentracion de Fe.

e La aplicacién de la cepa KB3 mostrd los resultados mas bajos en la
mayoria de las variables, a excepcién del contenido mineral del potasio,
aplicado de manera combinada, sin embargo, el exceso de este mineral
podria ser una de las causantes de otras deficiencias, por lo que
recomendaria aplicar esta cepa en otra etapa fenoldgica, donde el aporte
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del potasio primordial como en etapa de floracion para fertilizacion de

tomate.

La aplicacion de la cepa KB4 mostro resultados relevantes aplicada de
manera combinada, en variables como el volumen desplazado de raiz,
altura, diametro, y algunos minerales como Nitrégeno, Magnesio, Niquel y
Cobre, por lo que creo que es de suma importancia seguir evaluando el
aporte de esta cepa como promotora de crecimiento, ya sea en diferentes

cultivos o el mismo.

La forma de aplicacion combinada es la que mostré mejores resultados en
la mayoria de las variables evaluadas por lo que creo que es indispensable
tomar en cuenta esta forma de aplicacion de bacterias promotoras de
crecimiento para futuros estudios ya sea en este cultivo o en otros, al igual

que en otras cepas de interés.
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Cuadro 4.1. Andlisis de varianza de la variable altura de planta de plantulas de
tomate inoculadas con PGPR.

FV DF SC CM F PF
BACT 6 204.3251 34.0541 155.34 <.0001***
INOC 2 4.6326 2.3163 10.57 0.0002***
BACT*INOC 12 4.1216 0.3434 1.57 0.1392NS
CONTRASTES
LB1, NFB2, KB3, 1 11.3594 11.3594 51.82 <.0001***

KB4 & B, SN, SB
(asperjados)
LB1, NFB2, KB3, 1 11.3594 11.3594 51.82 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(inoculados)
LB1, NFB2, KB3, 1 11.3594 11.3594 51.82 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(combinados)
***= diferencia altamente significativa NS= no significativo

Cuadro 4.2. Andlisis de varianza de la variable didmetro de tallo de plantulas de
tomate inoculadas con PGPR.

FV DF SC CM F PF
BACT 6 3.6116 0.6019 94.17 <.0001***
INOC 2 0.3025 0.1512 23.67 <.0001***
BACT*INOC 12 0.3355 0.0279 4.38 0.0002***
CONTRASTES
LB1, NFB2, KB3, 1 0.3268 0.3268 51.14 <.0001***

KB4 & B, SN, SB
(asperjados)
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LB1, NFB2, KB3, 1 0.3268 0.3268 51.14 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(inoculados)
LB1, NFB2, KB3, 1 0.3268 0.3268 51.14 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(combinados)
***= diferencia altamente significativa

Cuadro 4.3. Analisis de varianza de la variable &rea foliar de plantulas de tomate
inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 686.7543 114.4590 36.89 <.0001***
INOC 2 10.8374 5.4187 1.75 0.186 NS

BACT*INOC 12 86.2210 7.1850 232 0.022~*

***= diferencia altamente significativa *= diferencia significativa NS= no
significativa

Cuadro 4.4. Analisis de varianza de la variable volumen desplazado de raiz (VDR)
de plantulas de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 10.9410 1.8235 1641.1 <.0001***
INOC 2 0.4116 0.2058 185.25 <.0001***
BACT*INOC 12 0.4177 0.0348 31.33  <.0001%***
CONTRASTE
LB1, NFB2, KB3, 1 2.3836 2.3836 2145.24 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(asperjados)
LB1, NFB2, KB3, 1 2.3836 2.3836 2145.24 <.0001***

KB4 & B, SN, SB
(inoculados)
LB1, NFB2,KB3, 1 2.3836 2.3836 2145.24 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(combinados)
***= diferencia altamente significativa
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Cuadro 4.5. Andlisis de varianza de la variable peso fresco de raiz de plantulas
de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 3.1848 0.5308 61.07 <.0001***
INOC 2 0.3825 0.5308 22.00 <.0001***
BACT*INOC 12 0.9941 0.08284 9.53  <.0001***
CONTRASTE
LB1, NFB2, KB3, 1 0.8884 0.8884 102.21 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(asperjados)
LB1, NFB2,KB3, 1 0.8884 0.8884 102.21 <.0001***

KB4 & B, SN, SB
(inoculados)
LB1, NFB2, KB3, 1 0.8884 0.8884 102.21 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(combinados)
***= diferencia altamente significativa

Cuadro 4.6. Andlisis de varianza de la variable materia seca de plantulas de
tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 0.0135 0.0022 72.59 <.0001***
INOC 2 0.0004 0.0002 6.88 <.0026*
BACT*INOC 12 0.0028 0.0002 7.66 <.0001***
CONTRASTE
LB1, NFB2, KB3, 1 0.0032 0.0032 104.16 <.0001***

KB4 & B, SN, SB
(asperjados)
LB1, NFB2,KB3, 1 0.0032 0.0032 104.16 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(inoculados)
LB1, NFB2,KB3, 1 0.0032 0.0032 104.16 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(combinados)
***= diferencia altamente significativa *= diferencia significativa
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Cuadro 4.7.1. Andlisis de varianza de la enzima nitrato reductasa en la reaccion
enddgena de plantulas de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 5.5533 0.9255 30.92 <.0001***
INOC 2 0.3587 0.1793 599 0.0051*
BACT*INOC 12 0.5721 0.0476 1.59 0.1309 NS
CONTRASTE
LB1, NFB2, KB3, 1 4.5657 4.56572 152.53 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(asperjados)
LB1, NFB2, KB3, 1 4.5657 4.5657 152.53 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(inoculados)
LB1, NFB2, KB3, 1 4.5657 4.5657 152.53 <.0001***

KB4 & B, SN, SB
(combinados)

***= diferencia altamente significativa

Cuadro 4.7.2. Andlisis de varianza de la variable enzima nitrato reductasa en la

*= diferencia significativa

reaccion inducida con NO3 plantulas de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6  1057.3728 176.2288 61.68 <.0001***
INOC 2 228.5856 114.2928 40.00 <.0001***
BACT*INOC 12 3286.9098 273.9091 95.87 <.0001***
CONTRASTE
LB1, NFB2,KB3, 1 110.7503 110.7503 38.76 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(asperjados)
LB1, NFB2,KB3, 1 110.7503 110.7503 38.76 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(inoculados)
LB1, NFB2,KB3, 1 110.7503 110.7503 38.76 <.0001***

KB4 & B, SN, SB
(combinados)

***= diferencia altamente significativa
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Cuadro 4.7.3. Analisis de varianza de la variable enzima nitrato reductasa en la
reaccion con Mo como cofactor en plantulas de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 893.2319 148.8719 33.47 <.0001***
INOC 2 167.8977 83.9488 18.87 <.0001***

BACT*INOC 12 999.3850 83.2820 18.72 <.0001***

***= diferencia altamente significativa

Cuadro 4.7.4. Andlisis de varianza de la variable enzima nitrato reductasa en la
reaccion inducida con sustrato mas cofactor (NO3 + Mo) en plantulas de tomate
inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6  6284.6140 1047.4356 85.50 <.0001***
INOC 2 373.1681 186.5840 15.23 <.0001***
BACT*INOC 12 1951.9885 162.6657 13.28 <.0001***
CONTRASTE
LB1, NFB2,KB3, 1 1533.3036 1533.3036  125.16 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(asperjados)
LB1, NFB2, KB3, 1 1533.3036 1533.3036  125.16 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(inoculados)
LB1, NFB2,KB3, 1 1533.3036 1533.3036  125.16 <.0001***

KB4 & B, SN, SB
(combinados)

***= diferencia altamente significativa

Cuadro 4.8.1. Analisis de varianza de la variable mineral Nitrogeno (N) en
plantulas de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 6.2129 1.0354 30.41 <.0001***
INOC 2 6.2129 0.2789 8.19 0.0010*

BACT*INOC 12 1.6198 0.1349 3.96 <.0004***

***= diferencia altamente significativa *= diferencia significativa
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Cuadro 4.8.2. Andlisis de varianza de la variable mineral Fosforo P en plantulas
de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 0.0584 0.0097 12.40 <.0001***
INOC 2 0.0371 0.0185 23.66 <.0001***
BACT*INOC 12 0.0376 0.0031 3.99 0.0004*
CONTRASTE
LB1, NFB2, KB3, 1 0.0221 0.0221 28.17 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(asperjados)
LB1, NFB2,KB3, 1 0.0221 0.0221 28.17 <.0001***

KB4 & B, SN, SB
(inoculados)
LB1, NFB2, KB3, 1 0.0221 0.0221 28.17 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(combinados)
***= diferencia altamente significativa *= diferencia significativa

Cuadro 4.8.3. Analisis de varianza de la variable mineral Potasio (K) en plantulas
de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 19.9546 3.3257 96.68 <.0001***
INOC 2 0.1386 0.0693 2.02 0.1459 NS
BACT*INOC 12 1.2581 0.1048 3.05 0.0037*
CONTRASTE
LB1, NFB2, KB3, 1 1.5670 1.5670 4556 <.0001***

KB4 & B, SN, SB

(asperjados)
LB1, NFB2,KB3, 1 1.5670 1.5670 4556 <.0001***
KB4 & B, SN, SB

(inoculados)
LB1, NFB2,KB3, 1 1.5670 1.5670 4556 <.0001***
KB4 & B, SN, SB

(combinados)

***= diferencia altamente significativa *= diferencia significativa NS= no
significativo
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Cuadro 4.8.4. Analisis de varianza de la variable mineral Calcio (Ca) en plantulas
de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 16.7666 2.7944 292.88 <.0001***
INOC 2 0.2274 0.1137 11.92 <.0001***
BACT*INOC 12 1.3513 0.1126 11.80 <.0001***
CONTRASTE
LB1, NFB2, KB3, 1 0.1906 0.1906 19-98 <.0001***

KB4 & B, SN, SB
(asperjados)
LB1, NFB2, KB3, 1 0.1906 0.1906 19.98 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(inoculados)
LB1, NFB2,KB3, 1 0.1906 0.1906 19.98 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(combinados)
***= diferencia altamente significativa

Cuadro 4.8.5. Andlisis de varianza de la variable mineral Magnesio (Mg) en
plantulas de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 0.5255 0.0875 21.34 <.0001***
INOC 2 0.1280 0.0640 15.60 <.0001***
BACT*INOC 12 0.3901 0.0325 7.92  <.0001***
CONTRASTE
LB1, NFB2, KB3, 1 0.0668 0.0668 16.28 0.0002*

KB4 & B, SN, SB
(asperjados)
LB1, NFB2,KB3, 1 0.0668 0.0668 16.28 0.0002*
KB4 & B, SN, SB
(inoculados)
LB1, NFB2,KB3, 1 0.0668 0.0668 16.28 0.0002*
KB4 & B, SN, SB
(combinados)
***= diferencia altamente significativa *= diferencia significativa
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Cuadro 4.8.6. Andlisis de varianza de la variable mineral Sodio (Na) en plantulas

de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 0.0006 0.00010 9.40 <.0001***
INOC 2 0.00003 0.00001 1.53 0.2290 NS
BACT*INOC 12 0.0003 0.00002 2.35 0.0206 *
CONTRASTE
LB1, NFB2, KB3, 1 0.0005 0.0005 49.90 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(asperjados)
LB1, NFB2, KB3, 1 0.0005 0.0005 49.90 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(inoculados)
LB1, NFB2, KB3, 1 0.0005 0.0005 49.90 <.0001***

KB4 & B, SN, SB
(combinados)

***= diferencia altamente significativa
significativo

* = diferencia significativa NS= no

Cuadro 4.8.7. Andlisis de varianza de la variable mineral Manganeso Mn en

plantulas de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6  5964.4398 994.0733 20.43 <.0001***
INOC 2 21.8191 10.9095 0.22 0.8001 NS
BACT*INOC 12 2195.2768 182.9397 3.76 0.0007 *
CONTRASTE
LB1, NFB2,KB3, 1 266.9650 266.9650 5.49 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(asperjados)
LB1, NFB2,KB3, 1 266.9650 266.9650 5.49 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(inoculados)
LB1, NFB2,KB3, 1 266.9650 266.9650 5.49 <.0001***

KB4 & B, SN, SB
(combinados)
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***=diferencia altamente significativa *= diferencia significativa NS= no

significativo

Cuadro 4.8.8. Analisis de varianza de la variable mineral Niquel (Ni) en plantulas
de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 11.2704 1.8784 12.59 <.0001***
INOC 2 1.14684 0.5734 3.84 0.0294 *
BACT*INOC 12 2.1816 0.1818 1.22 0.3031 NS
CONTRASTE
LB1, NFB2, KB3, 1 6.9385 6.9385 46.49 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(asperjados)
LB1, NFB2, KB3, 1 6.9385 6.9385 46.49 <.0001***

KB4 & B, SN, SB

(inoculados)
LB1, NFB2,KB3, 1 6.9385 6.9385 46.49 <.0001***
KB4 & B, SN, SB

(combinados)

***= diferencia altamente significativa *= diferencia significativa NS= no
significativo

Cuadro 4.8.9. Analisis de varianza de la variable mineral Fierro (Fe) en
plantulas de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 401554394  6692.5732 81.80 <.0001***
INOC 2 6278.7561 3139.3780 38.37 <.0001***

BACT*INOC 12 21041.5877 1753.4656 21.43 <.0001***
CONTRASTE

LB1, NFB2, KB3, 1 17765.5542 17765.5542 217.14 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(asperjados)

119



VII. ANEXOS

LB1, NFB2, KB3, 1

KB4 & B, SN, SB
(inoculados)

LB1, NFB2, KB3, 1

KB4 & B, SN, SB
(combinados)

17765.5542

17765.5542

17765.5542

17765.5542

217.14 <.0001***

217.14 <.0001***

***= diferencia altamente significativa

Cuadro 4.8.10. Andlisis de varianza de la variable mineral Zinc (Zn) en plantulas
de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 5206.3530 867.7255 83.80 <.0001***
INOC 2 10.8024 5.4012 0.52 0.5974 NS
BACT*INOC 12 1275.9018 106.3251 10.27 <.0001***
CONTRASTE
LB1, NFB2, KB3, 1 251.7497 251.7497 24.31 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(asperjados)
LB1, NFB2, KB3, 1 251.7497 251.7497 24.31 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
(inoculados)
LB1, NFB2, KB3, 1 251.7497 251.7497 24.31 <.0001***

KB4 & B, SN, SB
(combinados)

***= diferencia altamente significativa NS= no significativo

Cuadro 4.8.11. Analisis de varianza de la variable mineral Cobre (Cu) en

plantulas de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 315.6116 52.6019 71.68 <.0001***
INOC 2 66.2653 33.1326 45,15 <.0001***

BACT*INOC 12 580.4700 48.3725 65.91 <.0001***
CONTRASTE
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LB1, NFB2, KB3, 1 251.7497 251.7497 24.31 <.0001***
KB4 & B, SN, SB

(asperjados)
LB1, NFB2, KB3, 1 251.7497 251.7497 24.31 <.0001***
KB4 & B, SN, SB

(inoculados)
LB1, NFB2, KB3, 1 251.7497 251.7497 24.31 <.0001***
KB4 & B, SN, SB

(combinados)

***= diferencia altamente significativa

Cuadro.8.12. Concentracion de macronutrientes en plantulas de tomate
producidas en invernadero con diferente forma de aplicacidon de rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal
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Macronutrientes

Tratamientos N P K Ca Mg Na
__________________ 00 -
LB1 (Asperjada) 15023 0.2366 0.4908 1.2061 0.1661  0.0508
LB1 (Inoculada) 1.4837 0.3078 0.6537 1.2781 0.2238 0.0493
LB1 (A+l) 1.9060 0.3214 0.7985 0.8707 0.2462  0.0436
NFB2 (Asperjada) 1.4535 0.2155 0.7704 1.1294 0.2646  0.0402
NFB2 (Inoculada) 1.9108 0.3130 0.4764 1.1332 0.2054  0.0498
NFB2 (A+]) 2.2554 0.2828 0.3200 1.2729 0.2695 0.0490
KB3 (Asperjada) 1.2638 0.2040 0.6289 0.2094 0.2548  0.0498
KB3 (Inoculada) 1.9754 0.2674 0.5698 0.2742 0.2615 0.0502
KB3 (A+l) 1.6580 0.3424 1.0393 0.8693 0.3767  0.0502
KB4 (Asperjada) 2.0966 0.2087 0.9132 0.5390 0.1287 0.0432
KB4 (Inoculada) 2.2395 0.2736 0.3347 0.5988 0.4272  0.0469
KB4 (A+l) 1.9789 0.3198 0.4715 1.0463 0.6893 0.0513
Testigo sininocular 1.7368 0.2211 0.3503 0.1923 0.1839  0.0417
Solucién Nutritiva 2.5146 0.2030 2.0997 1.7510 0.3596 0.0413
Solucién Buffer 15730 0.2855 0.3724 0.3301 0.1378  0.0423
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Cuadro.8.13. Concentracion de micronutrientes en plantulas de tomate
producidas en invernadero con diferente forma de aplicacidon de rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal

Micronutrientes

Tratamientos Fe Mn Zn Cu Ni
------------------ PPM =---mmmmmmmmmmean
LB1 (Asperjada) 64.58 26.23 32.10 2.65 3.63
LB1 (Inoculada) 81.56 38.05 32.53 4.08 4.24
LB1 (A+l) 96.72 35.00 41.78 3.19 4.74
NFB2 (Asperjada) 60.16 35.84 37.60 4.43 4.15
NFB2 (Inoculada) 95.28 42.92 37.89 3.72 4.30
NFB2 (A+) 165.56  46.45  15.28 4.82 4.58
KB3 (Asperjada) 81.05 50.08 10.05 4.60 5.05
KB3 (Inoculada) 52.81 27.60 11.46 3.62 4.49
KB3 (A+l) 47.03 22.76 13.96 8.96 5.11
KB4 (Asperjada) 38.19 25.44 14.50 3.86 4.66
KB4 (Inoculada) 75.88 31.71 17.47 21.46 4.81
KB4 (A+l) 103.78 43.45 21.50 4.64 5.22
Testigo sin inocular 36.29 22.12 15.71 3.69 5.08
Solucién Nutritiva 75.42 50.99 31.03 3.85 5.49
Solucién Buffer 27.13 21.54 12.68 3.15 5.20

A+l= Asperjada + inoculada
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Cuadro 4.10. Analisis de varianza del comportamiento microbiolégico UFC en

plantulas de tomate inoculadas con PGPR

FV DF SC CM F PF
BACT 6 3.6026 6.0043 19.53 <.0001***
SUP 1 4.4484 4.4484 1.45 0.2391INS
BACT*SUP 6 2.0675 3.4459 11.21 <.0001***
CONTRASTE
LB1, NFB2, KB3, 1 2.1476 2.1476 69.84 <.0001***
KB4 & B, SN, SB
LB1, NFB2& KB3, 1 4.2442 4.2442 13.80 0.0009*
KB4

***= diferencia altamente significativa *= diferencia significativa NS= no

significativo
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