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RESUMEN

En el laboratorio de Agrobiotecnologia se lleva a cabo un proyecto que
tiene como objetivo el desarrollo de un biofertilizante con bacterias solubilizadoras
de fésforo, desde su aislamiento primario a partir de solanaceas tanto silvestres
como cultivadas, la demostracion de su actividad tanto in vitro como en
invernadero, el aislamiento, identificacion y purificacion de las bacterias hasta la
prueba en campo de los formulados bacterianos.

En un trabajo previo a esta tesis se demostrd0 que algunos consorcios
bacterianos aplicados a plantas de tomate en invernadero promovian la
asimilacion de fosforo, sin embargo, se encontré6 que no todas las bacterias
aplicadas en dicho consorcio se establecian en la rizésfera. Este trabajo de tesis
esta enfocado a la demostracion de la actividad solubilizadora en forma individual
de las cepas bacterianas utilizadas en el ensayo anterior, que demostraron

establecerse en la rizésfera.

Se evalu6 la capacidad de 17 cepas bacterianas agrupadas en dos
consorcios para promover la asimilacion de fésforo. Se hicieron dos bioensayos en
las que se evaluaron 19tratamientos y el control absoluto, todos con 10
repeticiones por tratamiento. Se utilizO6 como sustrato: peatmoss + suelo de

Navidad, N.L, [1:1] + roca fosférica y con una fertilizacion de 0% de fosforo.

Las plantas que presentaron mejores resultados en cuanto a las variables
evaluada: indice de deficiencia de fosforo,Altura de la planta, Peso seco de raiz,
Peso seco foliar, Fosforo foliar g/Kg y Fosforo foliar en miligramos por planta,
fueron las que inocularon con las cepas CBLA-208 (Psuedomona sp), CBLA-172

(Psuedomona sp) y CBLA-88 (P aeruginosa).

Palabras clave: Biofertilizantes, Cepas, Consorcio, solubilizadora.



. INTRODUCCION

El fésforoes un nutriente esencial para el desarrollo y crecimiento de las
plantas como para microorganismos. Su principal funcion fisiolégica es intervenir
en procesos de acumulacion y liberacion de energia durante el metabolismo
celular (Coyne, 2000); sin embargo, elfésforo soluble es un nutriente limitado para

produccion de biomasa en un ecosistema natural (Hameeda et al., 2006).

El 95% del fésforoes fijado rdpidamente por los componentes del suelo
(Fernandez et al., 2005), por ello la necesidad de aplicar grandes cantidades de
fertilizante a los cultivos, que ha traido como consecuencia la acumulacién de los
fertilizantes fosforados debido a la alta reactividad con los componentes minerales
formando sales de Aluminio, Fierro y Calcio (Navarro y Navarro, 2003).Las plantas
absorben el fésforo casi exclusivamente en la forma inorgéanica ortofosfato, que
estd en la solucién del suelo, sin embargo la mayor parte del fosforo aplicado
como fertilizante es fijjado a formas insolubles, de esta manera, el P inorganico
disuelto satisface la demanda de los cultivos solo por unas pocas horas durante el
periodo de crecimiento, aun en suelos con un buen abastecimiento de este
nutriente (Boschetti et al., 2001).

Los biofertilizantes son insumos bioldgicos a base de microorganismos que
viven en el suelo o en la planta y que cumplen funciones directas o indirectas en la
nutricion de esta, bien sea proporcionando, captando o haciendo disponibles
elementos esenciales para los cultivos, asi como suministrandoles sustancias de
crecimiento y de defensa ante condiciones de estrés bit6tico o abiotico (Lépez,
2010).

El tomate es uno de los cultivos horticolas mas redituables en el mundo
(Hilhorst et al.,, 1998).En México, el tomate es el cultivo horticola de mayor
importancia econdémica y social, por la superficie sembrada, el volumen en el

mercado nacional, y las divisas generadas (Cruz, 2007).



. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de bacterias solubilizadoras de fésforoinoculadas en forma de
consorcio y de manera aislada en el crecimiento y desarrollo de plantas de tomate.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el crecimiento y desarrollo de las plantas usando una valoracion en

forma cuantitativa y cualitativa.

e Determinar el contenido total de fésforo de las plantas cultivadas.

e Determinar la efectividad de bacterias solubilizadoras de fésforo, utilizando

como parametro las variables evaluadas.

lll.  HIPOTESIS

Existen diferencias en los efectos producidos por las bacterias solubilizadoras de
fésforoen el crecimiento y desarrollo de plantas de tomate cuando actdan en

consorcios o de manera aislada.



V. REVISION DE LITERATURA

Papel del fésforo como nutriente y su importancia

El fésforo (P) es uno de los 17 nutrientes considerados esenciales para el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Marschner, 1995). Es absorbido
principalmente durante el crecimiento vegetativo, luego la mayoria del fosforo
absorbido es movilizado hacia frutos y semillas durante etapas reproductivas. Su
valor medio, expresado en P,0s(oxido fosforico) puede situarse entre 0.5y 1% de

materia seca (Navarro y Navarro, 2003).

Los sintomas generales de la falta de fosforo estan ligados a un desarrollo
anormalmente débil del vegetal, tanto en su parte aérea como en su sistema
radicular. Ello es consecuencia, tal como sea visto, de que el elemento es un
participante basico en casi todos los procesos de crecimiento y sintesis de sus
compuestos constituyentes. Las caracteristicas mas especificas cuando existe
deficiencia aparecen en las hojas que se hacen mas delgadas, erectas, de menor
tamafio que las normales y con las nerviaciones poco pronunciadas debido a la

alta movilidad del fésforo en la planta (Navarro y Navarro, 2003).

Las cultivos absorben el fésforo como iones de fosfato monoacido y
diacido de la solucion del suelo (Rossi et al., 2006); donde se encuentra en muy
baja concentracién, normalmente en niveles que varian entre 5 y 30 mg/kg™
(Fernandez et al., 2005). Estos indices bajos del nutriente se deben a que el
fésforo soluble reacciona con iones como el calcio, el hierro o el aluminio (Peixet
al., 2001); dependiendo el valor de pH del suelo se determina la disponibilidad de
fosfatos asimilables por la planta, en suelos acidos los fosfatos asimilables se
combinan con el hierro y aluminio formando sales y complejos quimicos

insolubles, mientras que en suelos alcalinos se combina principalmente con



elcalcio y magnesio formando sales insolubles como fosfato tricalcico (Rodriguez,
1999).

La principal funcién fisiolégica del fésforo es intervenir en procesos de
acumulacion y liberacion de energia durante el metabolismo celular (Coyne, 2000).
Forma parte de enzimas, &cidos nucleicos, proteinas y esta involucrado en

practicamente todos los procesos que a continuacion se describen:
Fotosintesis

La fotosintesis es la reaccion quimica mas importante de la naturaleza, esta
reaccion utiliza energia luminosa, en presencia de clorofila, para combinar el
diéxido de carbono y el agua en azlcares simples. En este proceso, la energia
solar es capturada en forma de ATP e inmediatamente este compuesto esté
disponible como fuente de energia para muchas otras reacciones dentro de la
planta. Por otro lado, los azlcares formados se usan como bloques para construir

compuestos estructurales y de almacenamiento (Mite, 1999).
Transferencia genética

El fésforo es un componente vital del &cido desoxirribonucleico (ADN) y del
acido ribonucleico (ARN), que son las sustancias que forman los genes,
cromosomas Yy ribosomas, la informacion de este elemento es parte esencial de
los procesos que transfieren el codigo genético de una generacion a la siguiente,
proveyendo el mapa genético para todos los aspectos de crecimiento y
reproduccion de la planta. Es importante la suficiente acumulacion de fésforo en

frutos y semillas, donde es esencial para su formacion y desarrollo (Mite, 1999).
Transporte de nutrientes

El movimiento de nutrientes dentro de la planta depende en mucho del
transporte a través de las membranas de las células, proceso que requiere de
energia la mayor parte de las veces. De nuevo aqui, el ATP y otros compuestos

fosfatados proveen la energia necesaria para este proceso (Mite, 1999).



Formas de fosforo en el suelo

Diferentemente al nitrdgeno, que como ya se ha visto puede incorporarse a
los suelos por medio de la fijacion bioquimica por microorganismos, el fosforo no
tiene tal ayuda microbiana. Este elemento procede solo de la descomposicion de
roca madre durante el proceso de la meteorizacion, y representa alrededor del
0.1% de la corteza terrestre. (Navarro y Navarro, 2003). El fosforo en el suelo tiene
Su origen organico e inorganico, en sus distintitas proporciones segun el tipo e

historia del suelo (Rodriguez, 1999).
Fésforo organico

El fésforo organico proviene de restos vegetales y animales que al ser
degradados por los microorganismos del suelo liberan compuestos fosfatados,
este constituye del 29 al 65% del fésforo presente en la superficie del suelo
(Arzuaga et al., 2005). No obstante, elcomponente organico central del ciclo del
fésforo es la biomasa microbiana. Estudios realizados por Piconeetal., (2002) en
una pastura mixta fertilizada con distintas dosis de P, indicaron que el contenido
de la biomasa microbiana es de 29 mg P/kg™ en los primeros 15 cm de suelo y
represento el 5% del P organico total. El fésforo organico que ha sido identificado
especificamente en el suelo se encuentra, sobre todo, bajo tres formas mas o
menos degradadas: fosfolipidos, acidos nucleicos y fitina (Navarro y Navarro,
2003).

Fosforo inorganico

Son muy numerosos los compuestos inorganicos que predominan en los
suelos. Pero la mayor parte pueden clasificarse en dos grandes grupos: 1) Los
que contienen calcio; y 2) Los que contienen hierro y aluminio. Los compuestos
qgue bajo un punto de vista agronémico, tienen mayor importancia son los fosfatos
mono Y bicélcico porque son facilmente asimilables por las plantas, mientras que
los fosfatos de hierro y aluminio son fosfatos hidroxilados extremadamente

insolubles (Navarro y Navarro, 2003).



Tabla 1: Principales formas de fosfato inorganico

Denominacién

Composicion

Caracteristica

Hidroxiapatita

Fluorapatita

3Cay(PO,)? Ca(OH)?

3Ca3(PO4) Ca,

Mayor abundancia

Mayor abundancia

Fosfatos
de Calcio Fosfato tricalcico 3Cay(P0O,)°
Fosfato bicalcico CaHPO, Mayor solubilidad
Fosfato monocalcico Ca(HzPO4)2 Mayor solubilidad
Fosfato Vivianita Fes(PO,4)? 8H,0
de Fierro Estrengita FePO, 2H,0
Fosfatos de Variscita AIPO, 2H,0

Aluminio

Fuente: Adptado por Tsai y Rossetto, 1992.

Desde el punto de vista edafolégico interesa clasificar al fésforo inorganico
de acuerdo a su disponibilidad para las plantas en fosforo soluble, intercambiable

e insoluble.

Fo6sforo soluble

Son las formas aprovechables para las plantas en forma inmediata, es
decir, son fosfatos en la solucion del suelo. Su concentracion es muy débil y

fluctia entre 0.2 y 0.5 mg/L, o sea 200 a 400 gr/ha en 30 centimetros de espesor.



En suelos muy ricos la concentracion puede llegar hasta 1mg/L para que los
cultivos se abastezcan convenientemente, es necesario que ocurra una
renovacion del fésforo en la solucién. El equilibrio entre las distintas formas
fosfatadas es lo que asegura la nutricion de los vegetales. Las formas solubles de
fosforo en el suelo son los fosfatos diacido (H,PO4) y monoacido (HPO4). La
concentracion de los iones fosfatos en solucién esta relacionada con el pH de la
misma. El ion H,PO,4 es favorecido por los pH bajos, mientras que el ion HPO4~

por los pH mas altos (www.edafologia.com.ar).
Fosforo intercambiable

Es también llamado foésforo labil o adsorbido, y su disponibilidad es mas
lenta que el anterior. La adsorcion anionica en el suelo, es un fenomeno que
depende del pH. A pH &cidos aumentan las cargas positivas de los coloides y por
ende, aumenta la adsorcion. Estos iones forman parte del enjambre de iones que
rodean a las particulas coloidales y estan en constante movimiento. Representan
del 15 al 30% del fésforo inorganico, lo que significa de 800 a 2500 kg de P,Os/Ha.
Este fésforo labil puede estar adsorbido directamente por los bordes de las arcillas
(cuando estas tienen cargas positivas como la caolinita a bajos valores de pH), o
por iones que usan al calcio como puente. También puede estar adsorbido por los
oxidos e hidréxidos de hierro y aluminio, que tienen un poder de fijacién mucho

mayor que el de las arcillas (www.edafologia.com.ar).
Fosforo insoluble

Es aquél que esta formando parte de los minerales primarios y secundarios,
y constituye la gran reserva de fésforo inorganico en el suelo. La insolubilizacion
se puede deber a la precipitacion como fosfatos calcicos en medio alcalino, o
como fosfatos de hierro y aluminio en medio acido. Tanto en suelos acidos como
alcalinos, el fosforo tiende a sufrir una cadena de reacciones que producen
compuestos fosforados de baja solubilidad. Por lo tanto, durante el largo tiempo
que el fésforo permanece en el suelo, las formas menos solubles, y por ende las

menos disponibles para la planta, tienden a aumentar. Cuando se agrega fosforo
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soluble al suelo, usualmente ocurre una rapida reaccion (de unas pocas horas)
que remueve el fosforo de la solucién (fija el fésforo). Lentas reacciones
posteriores continGan gradualmente reduciendo la solubilidad durante meses o
afos, segun la edad de los compuestos fosfatados. El fésforo recientemente fijado
puede ser débilmente soluble y de algun valor para las plantas. Con el tiempo, la
solubilidad del fosforo fijado tiende a decrecer a niveles extremadamente bajos.
Este fendbmeno se conoce como  envejecimiento  del  fésforo.

(www.edafologia.com.ar).

Requerimientos de los cultivos: recomendaciones de aplicacion

Si la fertilidad natural de un suelo fuera capaz de aportar todos los
elementos minerales que extrae un cultivo, no seria necesario aplicar fertilizantes.
Sin embargo, en la practica no es asi, con el avance de la tecnologia, la
agricultura se intensificO y muy especialmente en hortalizas. Los fertilizantes
fosforados se suministran a los suelos como sales de los acidos fosféricos de
diverso grado de deshidratacién (acido fosférico, acido metafosférico y &cido

pirofosférico. (Yufera y Carrasco, 1981).

La cantidad de fésforo y los momentos puntuales de necesidad en este
elemento dependen de la especie, de la variedad, del rendimiento potencial y por
supuesto, de la calidad de la cosecha. La fertilidad de un suelo en lo que a fésforo
se refiere, se define como la capacidad del suelo de suministrar a los cultivos las
cantidades que precisa, y en los momentos puntuales en los que es necesaria su
absorcion. Las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo determinan la
capacidad y ritmo en el que el suelo es capaz de reponer el fésforo que las plantas
van tomando de la solucion. En este proceso influyen fundamentalmente, la

textura, el pH, la caliza activa y la materia organica (Garcia-Serrano et al., 2009).


http://www.edafologia.com.ar/

En definitiva, la fertilidad del suelo en fosforo es la cantidad de fésforo
asimilable presente y, entendemos por asimilable, la fraccion extraible con acidos

débiles a una concentracion definida (Garcia-Serrano et al., 2009).

Arellano-Gil y Gutiérrez-Coronado en 2006, recomiendan 150 kg/ha™en un
esquema de fertilizacion al suelo bajo el método de riego por gravedad; por otro
lado, Ramirez y Morales (1989) hacenrecomendaciones dependiendo del nivel de
fésforo disponible en el suelo. Los niveles de fosforo disponibles los obtienen de

un analisis previo al suelo y son los siguientes:

e BAJO:entre 0y 10 ppm de P
e MEDIO: entre 10y 19 ppm de P

e ALTO: entre 19y 30 ppm de P

e MUY ALTO: con mas de 30 ppm de P

Dependiendo del nivel en donde se ubique el suelo analizado, las

recomendaciones son las siguientes:

Aplicar 43 0 mas kgha™ de P,Os a suelos de categoria BAJA
Aplicar entre 35 a 43 kgha™ de P,Os a suelos de categoria MEDIA
Aplicar entre 18 y 35 kg'ha™ de P,Os a suelos de categoria ALTA

Aplicar menos de 18 kg'ha™ de P205 a suelos de categoria MUY ALTA.
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De esta manera se deben de indicar los siguientes principios basicos a la hora de

fertilizar con fésforo (Garcia-Serrano et al., 2009):

En suelos con contenidos en fosforo, normales o altos, la fertilizacion debe
tener por objetivo mantener la fertilidad del suelo, es decir, realizar un
abonado de mantenimiento. El abonado debe coincidir con las extracciones
de los cultivos siempre que el pH se aproxime a la neutralidad. Si el pH es
muy basico se abonara con cantidades adicionales, mayores cuando mas

arcillosa sea la estructura del suelo.

En suelos pobres en fésforo el abonado debe cubrir las necesidades del
cultivo, abonado de mantenimiento y las necesidades para enriquecer el
suelo. Se aportaran cantidades mayores cuanto mayor sea el pH del suelo

y mayor su contenido en arcilla.

En suelos ricos y muy ricos en fosforo se deberan reducir las dosis de
mantenimiento e incluso suprimirlas, en mayor medida cuando se trate de

suelos basicos, con gran contenido en arcilla.

Las aplicaciones de fésforo pueden ser en presiembra o coincidiendo con la

siembra. El fésforo se aplica normalmente junto con la primera aportacion de

nitrdgeno y potasio. La fertilizacion fosfatada sera con mayor anticipacion cuanto

menor sea la solubilidad de la fuente que se emplee.

Papel de las bacterias en la solubilizaciéon: principales géneros y posibles

mecanismos

Durante los ultimos afos, el conocimiento sobre los microorganismos

solubilizadores de fosfato (MSP) ha aumentado significativamente. Entre los MSP

se encuentran las bacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR (del

11



inglés“plan growth promotion rhizobacteria”) estas bacterias son de vida libre en el
suelo y son capaces de adaptarse, colonizar y persistir en la rizosfera de la planta,

también favorecen su crecimiento o desarrollo (Bashan, 1998).

Investigadores han reportado que las BSP son capaces de solubilizar
fosfato inorgénico de diferentes compuestos, como son el fosfato bicélcico, fosfato
tricalcico y rocas fosféricas. Con el término rocas fosforicas se conoce a los
minerales que contienen P como es el caso de las apatitas, incluyendo
fluorapatita, cloroapatita e hidroxiapatita (Hoffland, 1992; Ivanova et al, 2006 y
Chen et al, 2006).

Existen géneros de bacterias con la capacidad de solubilizar fosfato:
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium,
Aerobacter, Flavobacterium, Mesorhizobium, Azotobacter, Azospirillum y Erwinia
(Rodriguez y Fraga, 1999; Vézquezet al., 2000). Algunos microorganismos
solubilizan el fosfato insoluble con procesos como produccién de acidos organicos,
fosfatasas, quelacion y reacciones de intercambio (Draguillo y Merck, 2002;
Johnson y Loeppert., 2006; Begonia et al., 2004 y Onthong et al., 2007). Estos
procesos ayudan a movilizar los fertilizantes adicionados al suelo (Fankem et al.,
2006); y por lo tanto el fosforo solubilizado es facilmente absorbido por las raices

de las plantas y utilizado para su crecimiento y desarrollo.

Se ha reportado al acido glucénico como el agente mas frecuente de
solubilizacion de fosfato, el cual es producido por Pseudomonas sp. (lllmer y
Shinner, 1992), Erwinia herbicola (Liu et al., 1992), y Burkholderia cepacia
(Rodriguez y Fraga 1999).

Produccion de acidos organicos

Los acidos organicos actlan sobre compuestos insolubles de fosfato
inorganico como el fosfato tricalcico, fosfato dicalcico, hidroxiapatita y roca
fosforica. Los acidos organicos de bajo peso molecular como el oxalico, citrico,

lactico, y succinico, se producen en el suelo como resultado de la descomposicion
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de la materia organica. La cantidad y tipo acido depende de los diferentes grupos
de microorganismos. Los &cidos organicos permiten que haya solubilizacion
debido a que su presencia cambia los valores de pH hasta valores acidos, en
donde el numero elevado de protones provoca, por competencia en los sitios de
adsorcion del fosforo, el cambio de las cargas superficiales de los adsorbentes,

dando como resultado la solubilizacion (Halder y Chakrabartty, 1993).

Se ha investigado que los acidos organicos forman complejos solubles con
iones de metales como el calcio (quelatos), aluminio y hierro que estan asociados
a fosforo insoluble, haciendo que el fésforo quede en forma disponible, reduciendo
la adsorcidon (Rashid et al., 2004).

Mineralizacion

La mineralizacion es la conversiéon microbiana del P organico a H,PO, o
(PO.)*ortofosfato, que son formas de fésforo disponibles para las plantas, El P
organico puede ser mineralizado como subproducto de la mineralizacion de la
materia organica del suelo o mediante la accion de enzimas especificas que son
reguladas por la demanda de este nutriente (Picone y Zamuner, 2002). Este
proceso esta mediado por las enzimas fosfatasas que pueden ser sintetizadaspor
las raices de las plantas (Ridge y Rovira, 1971), estas pueden ser producidas por

algunos hongos y bacterias.
Fosfatasas

Un mecanismo para la solubilizacion de fosforo es por medio de enzimas
conocidas como fosfatasas, producidas por microorganismos intracelularmentesi
la disponibilidad de fosfato es baja, liberandolas al suelo luego de su lisis o por las
plantas. El termino fosfatasas se emplea para designar a un amplio grupo de
enzimas que catalizan la hidrolisis de esteres y anhidridos del acido fosforico.
Dentro del grupo de las monoesterfosfato hidrolasas se encuentran las fosfatasas
alcalinas y las fosfatasas acidas conocidas como fosfomonoesterasa alcalina y

fosfomonoesterasa acida, son enzimas inespecificas que catalizan la ruptura
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hidrolitica del fosforo organico del enlace éster (C-O-P), dejando el fdsforo
inorgénico disponible para que pueda ser asimilado (H,PO4 -, HPO4 »- ) (Begonia
et al., 2004).

Los microorganismos productores de estas enzimas son: Rhizobium sp.,

Arthrobacter sp., Pseudomonas sp y Bacillus sp (Onthong et al., 2007).

Biofertilizantes

En la actualidad los sistemas de produccién agricola enfrentan el problema
de lograr una produccion sostenida sin degradar los recursos naturales. Campos
(1993), indica que el suelo ideal (45 % de material mineral, 5 % de materia
organica, 25 % de aire y 25% de agua), no es comun en México y solo existe en el
5 % del total de las areas cultivadas; normalmente el agricultor tiene suelos con
menos del 1 % de materia organica y se salinizan cada vez mas debido al uso
excesivo de fertilizantes inorganicos. El uso de fertilizantes inorganicos en la
agricultura actual resulta imprescindible para producir en cantidades suficientes los
alimentos requeridos por la poblacion; el abuso en lautilizacién de estos insumos
especialmente los nitrogenados, afecta la calidad ambiental y laeconomia del

productor.

Una alternativa diferente es el uso de biofertilizantes. Estos son insumos
bioldgicos a base de microorganismos que viven en el suelo o en la planta y que
cumplen funciones directas o indirectas en la nutricion de ésta, bien sea
proporcionando captando o haciendo disponible elementos esenciales para los
cultivos, asi como suministrdndole sustancias de crecimiento y de defensa ante
condiciones de estrés bidtico o abidtico (Lopez, 2010).Estos bioinsumos
representan una opcion para reducir el uso de fuentes de nitrégeno y fésforo de
origen industrial, lo cual es muy importante en el manejo integrado de las

hortalizas que se cultivan.
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Los biofertilizantes mas comercializados en la actualidad, son inocuos para
el hombre y el ambiente, y la mayor respuesta agronémica se ha encontrado en
suelos de baja fertilidad. Son més economicos y de féacil transportacion, en
comparacion con los fertilizantes de origen quimico sintético que utilizan los
productores.Existen varias presentaciones para su comercializacion. Los mas
comunes son los que se aplican a la semilla y van impregnados en turba (materia
organica de liquenes), pero también pueden distribuirse en suelo molido, medios

de agar, caldos nutritivos, liofilizados, o en medios de aceite (INIFAP, 2010).

Algunas presentaciones de biofertilizantes comerciales que se utilizan hoy
en dia:

Fertibiol es un fertilizante liquido con microorganismos solubilizadores de
fésforo y fijadores de nitrdgeno para la aplicacion del suelo y foliar, perteneciente a
GREEN SEAL COMPANY, Biotecnologia agricola de Cali Colombia.

Beneficios

e Favorece al desarrollo de sustancias promotoras de crecimiento,
aumentando la produccién

e Fortalece la raiz, mejorando el crecimiento de pelos absorbentes

e Aumenta la fijacién biolégica de nitrogeno

e Mejora la estructura y la fertilidad de los suelos

Azofer es un biofertilizante mexicano perteneciente a la compafiia Biofabrica Siglo
XXI, esta elaborado a base bacterias fijadoras de nitrégeno que viven sobre las
raices de las plantas y beneficia diversos cultivos de importancia agricola como:
maiz, trigo, sorgo, mijo, arroz, cebada, avena; también en cultivos perennes: café,
citricos o plantaciones establecidas como los viveros. Una de sus principales
funciones es su capacidad para producir hormonas de crecimiento vegetal

generando un crecimiento importante de la raiz de la planta.
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De acuerdo con Okon y Labandera (1994) el estudio de las bacterias
asociadas a lasplantas es una linea de investigacion que avanza rapidamente en
paises Europeos y Asiaticos; en menor grado en México y otros paises
Latinoamericanos, donde se han obtenido resultados satisfactorios al inocular
diversas especies con, Pseudomonas, Azospirillum, Azobacter, Anabaena entre
otras. Se han utilizado en diferentes cultivos anuales y perennes con diferentes

sistemas de manejo.

El cultivo de tomate

La familia de las Solanaceas es un grupo muy grande; contiene 96 géneros,
con 2 297 especies (D’Arcy, 1991). Entre las especies domesticadas, podemos
mencionar plantas alimenticias tan importantes como la papa, (Solanum
tuberosum L.), el tomate (jitomate) (Lycopersicum esculentum L.), el tomate verde
(Physalis L.) El tomate y la papa se ubican entre los cultivos mas importantes para
la alimentacibn humana, tanto en América como en Europa. A escala mundial
ambos cultivos sobresalen al contribuir el 47% de la produccién de hortalizas,
seguidas por la col, la sandia y la cebolla. En el comercio internacional de
hortalizas el 70% se encuentra centrado en siete productos: papa, tomate, cebolla,

sandia, pepino, lechuga y meldn (SIAP, 2010).

El tomate es uno de los cultivos horticolas mas redituables en el mundo
(Hilhorst et al., 1998). En México, el tomate es el cultivo horticola de mayor
importancia econdémica y social, por la superficie sembrada, el volumen en el
mercado nacional, y las divisas generadas. Su popularidad se debe al aceptable
sabor y disponibilidad del fruto en una amplia gama de ambientes, asi como a su
relativa facilidad para ser cultivado (Cruz, 2007). Ademas su cultivo tiene las
siguientes ventajas: genera empleo, debido a que requiere mucha mano de obra

desde la siembra hasta el empaque; estimula el empleo urbano proporcionando
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oportunidades de negocios en aspectos como manufactura, maquinaria y equipo;
se necesita semilla de calidad; su exportacion va en aumento, lo mismo que los
precios pagados a los productores, generando importantes cantidades de divisas;
mejora la nutricion de los consumidores; es muy versatil en su uso porque se
puede consumir en fresco, cocinado, frito y procesado industrialmente en

conservas, salsas, jugos y en polvo (Cruz, 2007).
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V. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevd a cabo en las instalaciones de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Buenavista, Saltillo,
Coahuila, México. El trabajo se realiz6 en laboratorio y en invernadero. Los
trabajos de laboratorio se realizaron en el laboratorio de Agrobiotecnologia
perteneciente al Departamento de Ciencias Basicas y se utilizé el invernadero de
alta tecnologia del Departamento Forestal. El invernadero esté orientado de Norte-
Sur, la temperatura que controla es de 22°C por el dia y por la noche es de 18°C,
el tipo de material es de policarbonato doble, tiene una capa con filtro para rayos
UV con un grosor de 1.6cm, y cuenta con sistema de extraccion, 6 ventiladores,
sistema de calefaccion FANGETT que consiste en 2 tubos de polietileno que

distribuyen el aire caliente en invierno.

Antecedentes:

e Anteriormente a este trabajo las bacterias fueron aisladas de la raiz de
solanaceas (Nicotiana glauca y de Solanumtuberosum) colectadas en los

municipios de Saltillo y Galeana, N.L. respectivamente.

e Para el aislamiento primario de bacterias solubilizadoras, el extracto de la
raiz de estas solanaceas se inocul6 en plantulas de tomate, las cuales se

hicieron crecer en invernadero.

e Posteriormente se aislaron las bacterias que se establecieron en las raices
de dichas plantulas, de estos ensayos se seleccionaron 228 cepas
bacterianas a las que se les asignaron claves CBNG y CBLA dependiendo

de su origen.

e Para la seleccion de las bacterias se utilizo un medio selectivo que contenia
fosfato tricalcico como Unica fuente de fosforo. Se seleccionaron solo

aguellas que formaban un halo de solubilizacién en dicho medio.
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e Las bacterias solubilizadoras aisladas de una misma fuente se juntaron en
consorcios y se volvieron a aplicar en inoculo enriquecido, a una
concentracion de 2X10° UFC/mL de cada una de las bacterias del

consorcio, en este punto se probaron 69 cepas en 24 consorcios.

e Se hizo un nuevo aislamiento de las bacterias partir de la rizofora de las
plantas que mostraron mayor captacion de fosforo en ensayos en el
invernadero. Solo aquellas cepas de BSF que se re aislaron se

seleccionaron para probarlas individualmente en este trabajo (17 cepas).

Tabla 2 Tratamientos utilizados en el bioensayo Bibs-10.

TRATAMIENTOS CEPA IDENTIFICACION
T, CBLA 159 Pseudomonasp
T, CBLA 86 Sin identificar
Ts CBLA 88 P.aeruginosa
T, CBLA 208 Pseudomona sp
Ts CBLA 177 Pseudomonas migulae
Ts CBLA 117 Pseudomona aeruginosa
T, CBLA 91 Sin identificar
Tg CBLA 172 Pseudomonas sp.
To T1-T8 Consorcio

Control - -

La fertilizacion para todos los tratamientos consistio en Steiner 0% fésforo

* SUSTRATO 1: Peatmoss + suelo de Navidad, N.L. [1:1] + Roca Fosférica 1g/L de la mezcla
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Tabla 3: Tratamientos utilizados en el bioensayo BIBS-11

TRATAMIENTOS CEPA IDENTIFICACION
T, CBLA 160 Pseudomona sp.
T, CBLA 216 Sin identificar
T3 CBLA 84 Sin identificar
T, CBLA 68 Enterobacter cloacae
Ts CBNG 14 Acinetobacter sp
Te CBLA 108 Sin identificar
T, CBLA 122 Pseudomona aeruginosa
Tg CBLA 215 Sin identificar
Tg CBLA 104 Sin identificar
T10 T1-T9 Consorcio

Control - -

La fertilizacion para todos los tratamientos consistio en Steiner 0% fésforo

SUSTRATO 1: Peatmoss + suelo de Navidad, N.L. [1:1] + Roca Fosférica 1g/L de la mezcla.

Se realiz6 la siembra de semilleros en fechas diferentes para cada
bioensayo, para el BIBS-10 fue el 21 de diciembre de 2011 y para el BIBS-11 fue
18 de marzo de 2012.

Semillero

Se utilizaron semillas de tomate de la variedad Floradade, estas se pusieron
a germinar en charolas de poliestireno de 200 cavidades, con dimensiones de 60
por 34 cm. Se utilizd como sustrato peat moss mas perlita en una proporcion de
70:30. Por cada cavidad se introdujeron 3 semillas con el fin de asegurar la

germinacion.

Para las plantulas los riegos se aplicaron diariamente por la mafiana con la
solucion nutritiva Steiner (Steiner, 1968) al 30%, complementando la nutricién con
aplicacion foliar de fertidrip 20-20-20 cada dos dias. Se programo el riego de este
modo para evitar que la plantula entrara en una marchitez que pudiera afectar su

desarrollo.
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Activacion de cepas bacterianas (tratamientos)

En el laboratorio aproximadamente con una semana de anticipacion al
trasplante se activaron las cepas de bacterias que se utlizaron en los
tratamientos, dichas cepas fueron previamente aisladas y evaluadas. Estas se
encontraban conservadas en congelacion a una temperatura de -20°C con glicerol
al 20%. Se utilizaron 17 cepas de bacterianas en los bioensayos y para los
consorcios se mezclaron lascepas correspondientes a cada bioensayo (ver tablas
2y 3).

Las bacterias provenientes de criotubo se sembraron en placas de medio
nutritivo MA con la siguiente composicion: 0.4g KH,PO,4; 0.1g K;HPO,4; 0.2g
MgS0O,7H,0; 0.1 g NaCl; 0.02 g CaCl,; 0.02 g FeSO,7H,0; 2mg NaMoO,42H,0;
59 Acido malico; 2g extracto de levadura; 15g agar bacteriologico; 4.5g KOH y
1000mL de agua destilada. Posteriormente se sometieron a incubacion a 30°C por
dos dias.

Una vez desarrollado el crecimiento bacteriano se seleccion6 una colonia,
se describio la morfologia y se revisO que concordara con la informacion
reportada para la cepa correspondiente. Después se inocularon en tubos con 5 mL
de medio liquido MA y se incubaron en un agitador/incubadorThermoScientific*
MaxQ 5000 a 200rpm, a 30°C por un dia.Posteriormente en matraces con 50 mL
del medio liquido MA, se inocularon 2 mL del medio de cultivo extraido del tubo
inoculado con anterioridad. Se incubaron en las mismas condiciones que los tubos

por un dia.

Una vez crecidas las cepas bacterianas, se centrifugaron a 3000 rpm por 15
minutos en una centrifuga ThermoScientific SL 40R. Se lavaron dos veces
utilizando agua destilada estéril. Se ajusto el volumen final con agua destilada
estéril hasta una densidad 6ptica de 0.6 (5.9x10%° UFC/mL), de cada solucién se
tomaron 25 mL y se aforaron a 500 mL con agua destilada estéril para formar cada
uno de los tratamientos (para inocular 3X10° UFC/mL de cada cepa). En el caso

del consorcio se formo mezclando 25 mal de cada una de las cepas utilizadas en
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cada bioensayo y aforando a 500 mL con agua destilada estéril. Las soluciones se
conservaron en frascos Nalgene a una temperatura de 4°C. Los tratamientos se

mantuvieron 2 dias en espera antes del trasplante.

Trasplante y aplicacién de los tratamientos

En un bioensayo se evaluaron 9 tratamientos y enotro 10, ambos con un
control absoluto. En cada tratamiento se utilizaron 10 macetas de 1L de volumen,
cada maceta se consideré como una repeticion, por lo tanto en los bioensayos se

utilizaron 210 macetas.

Para el Bioensayo BIBS-10 el trasplante de realizo el 26 de enero de 2012
con duracion hasta el 27 de febrero de 2012, Mientras que el BIBS 11 se
trasplanto el 20 de abril con duracion hasta el 18 de mayo de 2012. Se utilizaron
bolsas de polietilieno negro de 1L. Dias antes se hicieron dos riegos pesados al
sustrato (ver tablas 2 y 3) con el fin de tener una buena humedad al trasplante y
se prepararon las etiquetas de acuerdo al nimero de bioensayo y repeticién. Las
plantulas que se trasplantaron tenian una altura entre 15 a 18cm y de tres a cuatro

hojas verdaderas.

Para la aplicacion de los tratamientos se extrajeron las plantulas de la
charola de germinacién sin dafar el cepellén y se llevaron a vasos de plastico de
500 mL, en donde se sumergi6 el cepelldén de las de las plantulas en suspensién
bacteriana, de acuerdo a los tratamientos propuestos, durante 30
minutos.Mientras transcurria el tiempo se trasplantaron las repeticiones del control
ya que estas no utilizaron ninguna cepa bacteriana. Concluido el tiempo de

inmersion en la suspension de los tratamientos, se realizo el trasplante de estos.

Cada bioensayo duré aproximadamente 1 mes después del trasplante

llevando a cabo las siguientes labores culturales.
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Para cada ensayo se programo el riego con la solucion nutritiva Steiner 0%
fosforo cada dos dias, esto se hizo de forma manual, hasta el dia del

levantamiento del experimento.

Deshierbe

Consistio en eliminar las malas hierbas tratando de no arrancar la plantula o
cultivo. Esta actividad es benéfica en el desarrollo del tomate y evita competencia

por espacio o nutrientes.
Control fitosanitario

Hubo plagas que se manifestaron en el cultivo antes y después del
trasplante, entre las mas comunes se puede mencionar a la paratrioza(Bactericera
cockerelli) y la arafiita roja (Tetranychusurticae), las cuales fueron controladas con
Imidacloprid, un insecticida neuractivo, considerado moderadamente toxico por
Organizacion Mundial de la Salud. También se utilizaronbioplaguicidas a base de

extractos de Melia azederach para controlar dichas plagas.

Figura 1. Detalles del experimento. A) Raiz desarrollada lista para trasplante B)
Sumergido de cepelldn en los tratamientos C) Vista general de bioensayos.
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Disefio experimental

La distribucion de los tratamientos en el area experimental fue llevada a
cabo mediante un disefio completamente al azar, realizando un sorteo para el
etiquetado de las macetas, tomando en cuenta los tratamientos y repeticiones de
cada bioensayo, la unidad experimental fue de una planta por cada tratamiento.
Las variables cuantificadas al final del bioensayo fueron indice de deficiencia de
fésforo, altura de la planta, peso seco foliar, peso seco de raiz, fosforo foliar gramo
por kilogramo, fosforo foliar miligramo por planta. Para hacer comparables los

experimentos se normalizaron los datos de cada variable de la siguiente manera:

e Se obtuvo una media de los controles para losdos bioensayos, media de
indice de deficiencia de fésforo, altura de la planta, peso seco foliar, peso
seco de raiz, fésforo foliar gramo por kilogramo, fosforo foliar miligramo por
planta.

e Cada media correspondiente a su variable, se multiplico con el resultados
reales obtenidos de cada repeticion, esto se hizo para cada bioensayo ya
gue en ambos obtuvieron datos diferentes.

e Después se dividié entre promedio real del control de cada variable, esto se
hizo para cada bioensayo de acuerdo a su promedio real obtenido.

A los resultados obtenidos se le realizo un analisis de varianza y pruebas
del rango estudentizado de Tukey (comparacion de medias) para variables del
BIBS-10 y BIBS-11 con el software SAS (Sistema de Analisis Estadisco).

indice de deficiencia de fosforo

Se determino el indice de deficiencia en la absorcion de fésforo con una
escala de 0 a 5, esto se llevo a cabo con una valoracion por observacionde

acuerdo con el siguiente criterio:

e 0: Hojas bien desarrolladas.

e 1: Hojas bien desarrolladas con ligera coloracion morada.
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e 2: Hojas bien desarrolladas con areas moradas.
e 3: Hojas bien desarrolladas completamente moradas.
e 4: Hojas poco desarrolladas con areas moradas.

e 5: Hojas poco desarrolladas completamente moradas.

A manera de referencia para esta variable, se realizaron fotografias
comparativas entre tratamientos y controles, tanto del haz como del envés de la

hoja, seleccionando al azar una planta por tratamiento.
Altura de plantas

Se realiz6 la medicién de altura de las plantas en cm, anotando su valor en
el formato correspondiente. Posteriormente se tomaron fotografias comparativas

entre tratamientos y controles utilizando una escala métrica como referencia.
Peso seco de raiz

Se desprendié la parte aérea de la parte radicular de la planta, mediante un
corte en la base. Se separ6 de manera cuidadosa la raiz del sustrato contenido en
las bolsas; posteriormente se lavé la zona radicular hasta obtener una raiz con la
menor cantidad de residuos de sustrato. La raiz obtenida de cada planta se
deposité en bolsas de papel destraza previamente etiquetadas; posteriormente se
trasladaron al laboratorio y se secaron en una estufa a 80° C por 48 h. Ya secas
las muestras se pesaron en una balanza analitica A&D HR120 con resolucion de
0.0001g.

Peso seco foliar.

Se desprendio6 la parte aérea de la parte radicular de la planta, mediante un
corte en la base; se fraccioné la parte foliar de la planta y se introdujo en bolsas de
papel destraza previamente etiquetadas; posteriormente se trasladaron al
laboratorio y se secaron en una estufa a 80° C por 48 h. Ya secas las muestras

se pesaron en una balanza analitica A&D HR120 con resolucion de 0.0001g.
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Determinacioén del fésforo

La determinacion de fosforo disuelto consiste en la deteccion del ion
ortofosfato en la soluciéon por un método cuantitativo. En este caso se utilizo el
método de ANSA (Jones and Mills, 1991)recomendado para determinar el
contenido de fésforo foliar por el departamento de horticultura de la UAAAN. Este
utiliza el principio de la formacién del complejo fosfomolibdico y la posterior
formacion de un color azul al reaccionar este complejo con el acido
aminonaftilsulfonico (ANSA) en donde la intensidad del color es proporcional al

contenido de fésforo en la muestra.
Preparacién de muestras empleadas en la determinacion de fosforo foliar:

Se seleccionan tres repeticiones al azar del mismo tratamiento o control
para constituir una muestra; de cada control y tratamiento se utilizaron 9
repeticiones por la tanto, se obtuvieron 3 muestras por cada tratamiento y/o
control. Una vez seleccionadas se molieron en un mortero. Ya molidas las
muestras se colocaron en un tubo de plastico de 15 mL con tapa, previamente

etiquetado de acuerdo al bioensayo y la repeticion correspondiente.
Extraccion

Se pesaron 500 mg de cada muestra y se colocaron en un crisol de
porcelana, la muestra se quemd con un mechero y posteriormente se calcinéen

una mufla a una temperatura de 500°C.

Una vez calcinadas las muestras, a cada crisol se le agregaron 10 mL de
agua regia y se agitd. Se dej6 reposar la solucién por 5 minutos para permitir que

las cenizas se asentaran.

Durante el reposo se preparo la curva patrén a utilizar:
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Preparacion de la curva patrén.

Para la cuantificacion de fosforo en las muestras se utilizd una curva patron
en cada experimento realizado, las soluciones utilizadas eran de fosfato de potasio
monobéasico con concentracion de fosforo conocida, para esto se preparé una
solucion madre de fosfato de potasio monobasico que contenia 500 ppm de
fésforo que se prepar6 con 0.2196 g de KH,PO, en 100 mL de agua destilada.
Con esta solucion madre se prepararon diluciones desde 10 a 200 ppm siguiendo

las indicaciones (ver tabla 4).

Tabla 4: Diluciones de 10 a 200 ppm.

DILUCION mL. de la solucion Stock Aforar a:

200 ppm 20 mL 50 mL
180 ppm 18 mL 50 mL
120 ppm 12 mL 50 mL
100 ppm 10 mL 50 mL
80 ppm 8 mL 50 mL
60 ppm 6 mL 50 mL
40 ppm 4 mL 50 mL
20 ppm 2mL 50 mL
10 ppm 1mL 50 mL

Valores determinados empleando la siguiente ecuacién
CIVli=C2V2

Anéalisis de las muestras.

Se tomaron 100plde las muestras a estudiar y 500ulde cada una de las
soluciones de la curva patrén. Para compensar las muestras a 500ul se les agrego
400ul de agua ultrapura. Posteriormente se les agregé 2.5 mL de molibdato de

amonio y 1 mL de ANSA a todos, a la solucion resultante se agitdo yse dejo
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reposar por 20 min. Por ultimo se tom¢ la lectura de absorbancia a una longitud
de onda de 640 nm.

Analisis de resultados.

A partir de los valores de absorbancia obtenidos para cada una de las
muestras de la curva patron se realizé una gréfica con la concentracion en el eje
de las X y se obtuvo la ecuacion de la rectay=mx+b.Donde se debe despejar la x
gue corresponde a las ppm de foésforo, empleando los datos obtenidos a partir de
la ecuacion de la recta (y = Absorbancia de cada una de las muestras
analizadas).El resultado que se obtiene se refiere a las ppm de fosforo en

solucion.
Fosforo foliar g/kg peso seco

Para calcular esta variable se utilizé el programa Excel 2010, donde se
consideraron el tamafio de la muestra (0.5 g, 500 mg)y el volumen en la que se
disolvié (10 mL, .01 L):

(ppm)(0.01 L)
Pi-Kg~'=mgPi-g1 =
gPi-Kg mgPi- g 059

Ejemplo:

107 ppm x 0.01 L
059

107 ppm: gPi-Kg~! = =2.14

Esta ecuacion se utilizo para todos las muestras, solo se sustituy6 el valor de las

ppm de cada repeticion.
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Fosforo foliar mg/planta

Del resultado obtenido en fosforo foliar mg por gramo se multiplicé con el resultado
de cada repeticién de la variable peso seco foliar, para asi obtener el resultado

final. Por ejemplo, supongamos que tenemos un peso de 2.12 g/Planta:

2.14mg Pi- g 'x2.12 g = 4.53 mg Pi - planta
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del andlisis de varianza y comparacion de medias
(Tukey)para las variables evaluadas: indice de deficiencia de fésforo, peso seco
de raiz, altura de la planta, peso seco foliar, fosforo foliar gramo por kilogramo,
fosforo foliar miligramo por planta, sefialan que hay diferencias altamente

significativas en todos los casos (Tabla 5).

Tabla 5: Andlisis de varianza y pruebas de rango estudentizado de Tukey, para un
cultivo de tomate (Solanum lycopersicum var. Floradade) inoculadas con
diferentes BSP.

FV GL IDF PSR ALT PSF FFgKgPS FFmgP
TRAT 19 4.1089** 0.3335** 33.4453** 2.1796** 0.6769** 12.0480**
ERROR 0.9782 0.0258 9.5369 0.3502 0.0275 0.1735

Cv 43.4785 22.6445 9.4839 22.1893 8.0594 7.7447
Media 2.274 0.710 32.562 2.666 2.059 5.378

Maximo 3.332 1.308 37.547 3.693 2.837 9.936
Minimo 1.293 0.442 29.314 1.961 1.334 2.937

F. V. (Fuentes de Variacion), G. L. (Grados de Libertad), IDF (indice de deficiencia de fésforo 0-5), PSR (Peso Seco
de Raizeng.),

AP (Altura de Planta en cm. ), PSA (Peso Seco de la parte aérea en g), FFKgPS(Fdsforo Foliar en Kg/Peso
Seco),FFMgP (Fosforo Foliar en Mg/Planta)

C. V. (Coeficiente de Variacidn), Max. (Maximo), Prom. (Promedio), Min.(Minimo), * Significativo (P a< 0.05)

** Altamente Significativo (P a< 0.01).
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Figura 2: indice de deficiencia de fosforo en plantas de tomate (Solanum
Lycopersicum L. var. Floradade) inoculadas con diferentes BSP.

En la Figura 2 se muestran los resultados obtenidos para la variable indice
de deficiencia de fosforo, como se puede observar las plantas que presentaron
menor indice de deficiencia de fosforocon respecto al control,fueron las que se
inocularon con las cepas CBLA-172, CBLA-177 y CBLA-88, sin embargoéstas no
fueron significativamente diferentes al control de acuerdo a la comparacion de

medias de Tukey (tabla6).

Estas plantas presentaron sintomas leves de deficiencia, es decir hojas
bien desarrolladas con ligeras areas moradas, lo que indica que estaban en las
fases iniciales de deficiencia, esto demuestra que las cepas inoculadas con
mejores resultados utilizaron mecanismos para promover la asimilacién de fésforo
lo que tuvo como consecuencia una deficiencia mucho menor a la reportada por
Epstein and Bloom (2004) donde mencionan que los sintomas de deficiencia se
presentan cuando hay plantas enanas, hojas y tallos de color purpura, crecimiento
muy lento y plantas avejentadas.
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Tabla 6: Agrupamiento de Tukey, para indice de deficiencia de fosforo en plantas
de tomate.

Agrupamiento Tratamiento

Tukey
A CBLA-160
AB CBLA-68, CBLA-216
ABCD CBLA- 104, CBNG-14, CBLA-122, CONS 11, CONTROL, CBLA-108, CBLA-84, CBLA-
215, CBLA-91,CBLA-159, CBLA-117, CBLA-86
BCD CONS-10, CBLA 208
D CBLA-177, CBLA -88, CBLA 172

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Figura 3: Altura en plantas de tomate (Solanum Lycopersicum L. var. Floradade)
inoculadas con diferentes BSP.

En la Figura 3 se esquematiza el comportamiento de los resultados, en
cuanto a la variable altura de la planta. Las plantas que presentaron mayor altura
con respecto al control, fueron las inoculadas con las cepas CBLA 84 superandolo
con un 25%y CBLA 208 superandolo con 19%, estos dos resultados se mostraron
estadisticamentesignificativos de acuerdo ala comparacion de medias de Tukey
(tabla 7)

Estos resultados son similares a lo mencionado por Mahalakshmi (2009)
donde dice que las bacterias que se encuentran en contacto con las plantas
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pueden ejercer una gama de actividades que individualmente o en combinacién
pueden ayudar a la promocién del crecimiento.

Tabla 7 Agrupamiento Tukey para altura de plantas de tomate

Agrupamiento .
grup Tratamiento

Tukey
A CBLA-84
AB CBLA-208,
ABC CBLA-177
ABCD CBLA-68, CBNG-14, CBLA-108, CBLA-172, CBLA-88, CONS-10,CBLA-122
BCD CBLA-86, CBLA-91, CBLA-104, CBLA-215, CBLA-160, CBLA-26, CBLA-159,
CBLA-117
CD

CONTROL, CONS-11

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Figura 4: Peso seco foliar de plantas de tomate (Solanum lycopersicum var.
Floradade) inoculadas con diferentes BSP.
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En la grafica 4 se pueden observar los resultados obtenidos en cuanto la
variable peso seco de la parte aérea. La planta que presento mayor produccion de
biomasa con respecto al control, fue la inoculada con la cepa CBLA-208
superandolocon un 41% y a su vez mostrando una significancia estadistica de
acuerdo con la comparaciéon de medias de Tukey (tabla 8). Otras cepas que
también obtuvieron buenos resultados fueron las CBLA-88 y CBLA-177 sin

embargo no tuvieron significancia estadistica.

La buena produccion masa aérea en las plantas pudo ser producto de una
buena asimilacién de fésforo lo que conllevo a producir bioestimuladores u

hormonas que beneficiaron a esta.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Dashti et al (1997) que
al inocular cepas de bacterianas en el cultivo de (Glicine max), encontrd6 un

mayor incremento en el nimero de hojas y area foliar.

Tabla 8: Agrupamiento Tukey para peso foliar en plantas de tomate.

Agrupamiento

Tratamiento

Tukey
A CBLA-208
AB CBLA-88
ABC CBLA-177
ABCD CBLA-172
BCD CBNG-14, CBLA-86, CBLA-84, CBLA-108, CBLA-68, CONTROL, CBLA-117, CBLA-
CD 160
DE CBLA-216, CONS-10, CBLA-159

CBLA-104, CBLA-215, CBLA-122, CONS-11, CBLA-91

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Figura 5: Peso se raiz en plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. Floradade)
inoculadas con diferentes BSP.

La Figura 5representa los resultados obtenidos en cuanto a la variable peso
seco de raiz. La plantas que presentan los mejores resultados con respecto al
control, son las inoculadas con la cepasCBLA-208 superandolo con un 120%,
seguida de CBLA-177 superandolo con 82% y CBLA-88 superandolo con 56%,
estas cepas mostraronsignificancia estadistica con respecto al control, de acuerdo
con la comparacién de medias de Tukey (tabla 9). Dicho resultado pudo ser causa
de una produccién de estimuladores naturales que ayudaron a un desarrollo

efectivo de la raiz, asi trayendo como beneficio mayor asimilacion de nutrientes.

Estos resultados coinciden con lo sefialado por Caballero-Mellado, (2006)
donde menciona que las Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal ayudan
a la sintesis de fitohormonas como auxinas, particularmente la liberacion de acido
indol acético que promueve el crecimiento de las raices y la proliferacién de pelos
radicales.
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Tabla 9: Agrupamiento Tukey para peso seco de raiz en plantas de tomate.

Agrupamiento Tratamiento

Tukey
A CBLA-208
AB CBLA-177
BC CBLA-88
BCD CBLA-172
BCDE CBLA-86, CBLA-108
CDEF CBNG-14, CBLA-160, CBLA 216, CBLA-84, CBLA 68, CBLA-117
DEF CBLA 159, CONTROL, CONS-10
EF CBLA-91, CBLA-122, CBLA-215, CBLA-104, CONS-11

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Figura 6: Fosforo foliar g/kg en plantas de tomate (Solanum lycopersicum var.
Floradade) inoculadas con diferentes BSP.

La Figura 6 Presenta los resultados obtenidos en cuanto a la variable Fésforo

foliar en gramos por Kg de peso seco. Las plantas que obtuvieron los mejores
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resultados con respecto al control fueron las plantas que se inocularon con las
cepas CBLA-177superandolo con un 56%, Consorcio 10 superandolo con un 53%,
CBLA-208 superandolo con un 52% y CBLA-117 superandolo con un 51%, estas
mostraron significancias estadisticas con respecto al control de acuerdo a la

comparacion de medias de Tukey (tabla 10).

Tabla 10: Agrupamiento Tukey para fosforo foliar gramo por kilogramo en plantas
de tomate

Agrupamiento Tratamiento

Tukey
A CBLA-177

AB CONS-10, CBLA-208, CBLA 117
ABC CBLA-91, CBLA-88

BCD CBLA-86, CBLA-172
CDEF CBLA-216, CBLA-104

DEF LA-68, CBLA-159

EFG CBLA-122, CONTROL, CBLA-108

FG CBNG-14, CBLA-160,CBLA-215, CBLA-84

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Figura 7: Fosforo foliar mg/planta en plantas de tomate (Solanum lycopersicum
var. Floradade) inoculadas con diferentes BSP.
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La Figura 7 Muestra el comportamiento de los resultados de la variable
Fosforo foliar en mg por planta. Las plantas que obtuvieron una mayor
acumulacion de P foliar por planta con respecto al control, fueron las inoculadas
con las cepas CBLA 208 superandolo con un 116%, CBLA 177 superandolo con
un 101% y CBLA 88 superandolo con un 84%, mostrandose estadisticamente
significativas con respecto al control de acuerdo a la comparacion de medias de
Tukey (tabla 11).

Tabla 11: Agrupamiento Tukey para fosforo foliar mg/planta en plantas de tomate

Agrupamiento Tratamiento

Tukey

A CBLA-208
AB CBLA-177

B CBLA-88

C CBLA-86, CBLA-117, CONS-10, CBLA-172

D CBLA-68, CBLA216

DE CBNG-14, CBLA-91, CONTROL, CBLA-104, CBLA-159
EF CBLA-108, CBLA-160, CBLA-122, CBLA-84

F CONS-11, CBLA-215

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes

La cepa 208 que corresponde al género Psedomona sp, fue la cepa
inoculada con mejores resultados ya que se manifest6 satisfactoriamente en las
variables de peso seco de raiz, peso seco de area foliar, fosforo foliar mg/kg y
fésforo foliar mg/planta, sin embargo no obtuvo el mejor resultado en la variable
indice de deficiencia de fésforo, como si lo obtuvo la cepa CBLA-172 que
pertenece al mismo género, por otro lado en la variable altura de la planta también

fue superado por la CEPA-84 que pertenece al género Psedomonaaeruginosa.

También se encontraron cepas que obtuvieron resultados satisfactorios en
algunas variables sin embargo, no lograron sobresalir en las otras, como es el

caso de la cepa CBLA-172 que pertenece al género Pseudomona sp obtuvo
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buenos resultados en altura, peso seco de raiz, peso seco foliar y menor indice
deficiencia de fésforo, sin embargo en la asimilacion de fésforo no obtuvo
resultados sobresalientes. Otro caso fue la de la cepa CBLA-84 obteniendo mayor
resultado en la altura pero sin embargo esta no pudo sobresalir en las demas

variables.

Dichos casos confirma que existio otro fendmeno aparte a la asimilacion
de fosforo, lo que pudieron ser agentes promotores decrecimiento que ayudaron a
un buen desarrollo de la planta.
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VIl. CONCLUSIONES

De las 17 cepas y los dos consorcios estudiados solo algunas obtuvieron
efectos benéficos en el cultivo de tomate, las que destacan son: la cepa CBLA-208
ya que obtuvo mayor peso seco de raiz, mayor peso seco de area foliar, mayor
porcentaje de fésforo foliar mg/kg y mayor porcentaje de fosforo foliar mg/planta,
mientras que la cepa CBLA-172 obtuvo menor deficiencia de fosforo, por otro lado
la cepa que obtuvo mayor altura de la planta fue la cepa CBLA-84.0Otras cepas
que no destacan tanto, sin embargo sus resultados estuvieron por encima a las del
control absoluto fueron CBLA-177 Y CBLA-88.

Los efectos méas sobresalientes de algunas cepas sugieren que
posiblemente existid un sinergismo entre hospedero y los simbiontes, lo que
permitid6 mejor la absorcién de elementos esenciales, en nuestro caso el nutriente
de interés el fésforo. Posiblemente las cepas inoculadas utilizaron mecanismos
como la produccién de acidosorganicos y acidogluconico para la solubilizacion de
fésforo ya que son los métodos mas comunes para Pseudomonas (llimer y Shinner,
1992).

Por otro lado el bajo o nulo efecto de las otras cepas en el crecimiento y
desarrollo de las plantas se pudo deber a que las cepas no encontraron el medio
adecuado en la rizosfera, ya que en general, para que los microorganismos
pueden asociarse intimamente a las raices, tienen que escapar de los
mecanismos de defensa de la planta y encontrar condiciones nutritivas y
ambientales adecuadas para su establecimiento y desarrollo (Barea y Azcon-
Aguilar, 1982).

VIlIl. RECOMENDACIONES

En cuanto a las cepas que promovieron mayor asimilacion de fésforo gramo
por kilogramo, fosforo foliar mg por planta y mayor peso seco de raiz, se
recomienda como candidatas a utilizarse en un proyecto a futuro a campo abierto
donde puedan demostrar su capacidad solubilizadora y a la vez puedan ser

estudiadas en dicho medio.
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X.  ANEXOS

Reactivos utilizados y su preparacion:

e Molibdato de amonio

6.25 g de molibdato de amonio
50 mL. De agua destilada
75 mL. de &cido sulfarico 10 N

Aforar a 250 ml. con agua

e ANSA. Acido amino naftol sulfénico.
0.25 g ANSA
7.5 mL. Bisulfito de sodio 15%
25 mL. sulfito de sodio 20%
Aforar a 500 ml.

Dejar reposar toda la noche y cubrir de la luz.

e Agua reqia.
300 mL HCI

100 mL HNO;
Aforara 1 L.

y

pesquera)
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