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RESUMEN

Los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) y Rizobacterias Promotoras del
Crecimiento de Plantas (PGPR) mejoran significativamente el crecimiento y desarrollo
de cultivos de interés agricola. El objetivo del estudio fue verificar el efecto de la
inoculacion de Azospirillum sp y Rhizophagus intraradices en el crecimiento y
desarrollo de tomate saladette, aplicando solucion Steiner modificada en el cultivo del
tomate. Se realizaron dos aplicaciones de la bacteria y del hongo a la raiz de las
plantas. Se evaluo la respuesta en crecimiento, desarrollo y rendimiento de la planta
y calidad de fruto. Se usé un disefio factorial 4*2 con arreglo completamente al azar.
Los tratamientos de estudio fueron: solucién nutritiva al 100% con micorrizas y
bacteria; solucion nutritiva al 100% con micorrizas; solucion nutritiva al 100% con
bacteria, y solucion nutritiva 100% (testigo); solucion nutritiva al 50% con micorrizas y
bacteria; solucion nutritiva al 50% con micorrizas; solucion nutritiva al 50% con
bacteria, y solucién nutritiva 50% (testigo). Se usé como sustrato suelo esterilizado-
peat moss-perlita (10:60:30). Las aplicaciones de micorrizas y la bacteria produjeron
un efecto positivo en la fijacion de P y N en parte aérea, sin embargo, no se

presentaron diferencias significativas en la mayoria de variables evaluadas.

Palabras clave: Azospirillum, Rhizophagus, Solucion Steiner, minerales.
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INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos horticolas de
mayor importancia comercial, tanto en México como el extranjero. Es parte de
una gran mayoria de platillos en nuestro pais, y su consumo es en fresco y en
conservas (SAGARPA, 2005). En la actualidad se ha incrementado la demanda
para diferentes tipos de mercados tanto en el mercado nacional como al
extranjero. La exigencias del mercado son tamafo, peso, cantidad y calidad,
por lo que para lograr estos estandares es fundamental la nutricion, nuevas

técnicas para bajar costos y aumentar los rendimientos (SAGARPA, 2005).

México se ubica en el décimo lugar de la producciéon mundial después de
China, Estados Unidos, Turquia, India, Egipto e Italia, cuya produccion en
conjunto representa méas del 60 % del total mundial (Rodriguez et al, 2001).

Segun la FAO (2005), durante el periodo comprendido entre 2005 y
2009, el promedio de superficie cosechada fue de 112 mil 567 hectareas, y el

rendimiento obtenido fue de 25.7 toneladas por hectarea.

Ante esta situacion es necesario considerar nuevas alternativas de
produccién, tales como es uso de microorganismos benéficos. En las
interacciones entre plantas y ciertos microorganismos promotores de desarrollo
vegetal, la raiz desempefia un papel central por su capacidad para ser
colonizada (Chiarine et al., 1998; Jiang y Sato, 1994).

Varias especies de microorganismos han sido utilizadas en la practica
para incrementar la produccion de algunos cultivos, ya sea por su participacion
en el control biolégico de hongos y bacterias fitopatégenos o por su capacidad

para la fijacion del nitrdgeno atmosférico (Zhang et al., 1996).

Las bacterias fijadoras de nitrégeno han sido objeto de numerosos
estudios en diversos cultivos de importancia agrondmica, estas se han utilizado
para aumentar la germinacion y crecimiento, fijar nitrdgeno, producir sideroforos

para asimilar nutrientes (Russo et al., 2008). La inoculacion de Azospirillum sp



se ha estudiado por su capacidad de fijar nitrdgeno asociado con las raices de
diversos cultivos (Russo et al., 2008; Pereyra et al., 2009; Cohen et al., 2008).

Referente a la bacteria fijadora de nitrégeno Azospirillum brasilense, ésta
se ha probado principalmente en gramineas con resultados positivos, sin
embargo, no se descarta la posibilidad de que tenga buenos resultados en
solanaceas como tomate de cascara (El-Katatny, 2010. Se ha utilizado de forma
inoculada a la semilla y a la raiz 5x10° ufcml™ de la cepa C-5 de Azospirillum sp,
en la que afectan de manera positiva la calidad fisiologica de semillas de tomate
(Richardson et al., 2009).

Por su parte, las micorrizas son asociaciones simbidticas mutualistas que
se establecen entre la planta y hongos del suelo (Pereyra et al., 2009).
Probablemente se trate del tipo de simbiosis mas extendido en la biosfera, ya
que cerca del 90% de las plantas terrestres son capases de establecer
simbiosis con algun tipo de micorrizas (Smith y Read, 1997). El hongo ayuda a
la planta a absorber nutrientes minerales del suelo tales como el fosforo, y a
cambio la planta le cede al hongo compuestos carbonados derivados de la
fotosintesis (Simon et al., 1993; Redecker et al., 2001; Cohen et al., 2008;
Moreno y Galvis, 2013).

Sin embargo, el papel de las micorrizas no solo se limita a mejorar la
nutricion mineral de las plantas, sino que también contribuyen a la proteccion de
las mismas frente a patdgenos del suelo y a una mayor tolerancia frente a
estreses abidticos (salino, hidrico o debido a la presencia de metales pesados)
(Van Tichelen et al., 2001; Azcon-Aguilar et al., 2002; Ruiz-Lozano, 2003). Asi,
el uso simultaneo de dichos simbiontes podrian aumentar el potencial de

crecimiento y desarrollo de diversos cultivos agricola.



OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la inoculacion de Azospirillum sp 'y Rhizophagus

intraradices en el crecimiento y desarrollo de tomate.

Objetivos especificos

Evaluar los efectos de la aplicacion independiente y en conjunto de
Rhizophagus intraradices y Azospirillum sp sobre plantas de tomate, regadas

con solucién Steiner modificada.

Hipotesis
Al menos una de las inoculacion de Azospirillum sp y R. intraradices,

favorecera el crecimiento y desarrollo de plantas de tomate.



REVISION DE LITERATURA
Aspectos generales e importancia

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos horticolas mas
importantes en los paises, debido a la alta demanda y gran importancia en dieta de la
poblacién, tanto en el consumo fresco y en conservas. La planta es nativa de
Ameérica, cuyo origen se localiza cerca de los Andes en Latinoamérica en donde

existen la mayor variabilidad genética y abundantes tipos silvestres (Jiménez, 2003).

El jitomate es una planta herbacea, perteneciente a la familia de las

solanaceas; la taxonomia generalmente aceptada es (Peralta et al., 2005y 2007):
Reino: Vegetal
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Subfamilia: Solanoideae
Tribu:  Solaneae
Género:  Solanum

Especie:  Solanum lycopersicum L

Con una gran diversidad de variedades en el centro del pais, llevé a los
botanicos a considerar a México como el centro de origen del tomate cultivado en

fruto grande (Peralta y Spooner, 2002).

En el siglo XVIII el tomate mexicano fue conocido y consumido por todo el mundo
aclimatandose a casi todos los paises y en el siglo XIX llegar a ser un alimento

basico en el consumo humano (Jiménez, 2003).

En la actualidad el tomate se consume en fresco, como ingrediente preferido en las

ensaladas, en forma de jugo, platillos exoticos, deshidratados para sopas, en



conservas al natural, pastas saladas, extracto tamizado y condimento, frutos verdes

en vinagre y mermeladas (Nuez, 1996).

Azospirillum

Azospirillum es una bacteria fijadora de nitrdgeno de vida libre, Katzy (2001),
reportdé que esta bacteria puede ser de vida libre o asociada con las raices de los
cereales, pastos y plantulas tuberosas. Aislada de la rizésfera y del espacio
intracelular de la raiz de varias plantas. Estas bacterias son bacilos ligeramente
curveados a menudo con puntos en los extremos, Gram negativos, moviles,
microaerofilicas con diametro celular es de 1 um y pH de crecimiento entre 6.8y 7.8
(Madigan y Pereyra et al., 2009). Azospirillum sp, es microaerofilica, esta fue aislada
de la raiz de varios cereales y forrajes de pasto en Nagano, Okinawa, Filipinas y
Tailandia. La mayoria de las especies de Azospirillum sp. aislados mostraron ser del
tipo A. brasilense, el cual no puede utilizar al carbédn como Unica fuente de glucosa.
Cuando se usaron estos indculos aislados promovieron notablemente el desarrollo

de las raices y brotes de maiz.(El et al., 2005).

Actualmente son reconocidas siete especies en el género Azospirillum:
lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, A. halopraeferans, A. irakense y A.

largimobile A. dobereinereae (Ecker et al., 2001).

La bacteria Azospirillum tiene capacidad para fijar nitrdgeno gaseoso a las
raices, que conlleva a mayor superficie de absorcibn de nutrientes y por
consecuencia mejor crecimiento de las plantas realizando diversos experimentos
para evaluar sus efectos en distintos cultivos, suelos y condiciones climaticas, y los
resultados son alentadores, con éxitos de 60 a 70 por ciento de los casos y con
rendimientos en los cultivos de cinco a 30 puntos porcentuales mayores (Pereyra et
al., 2010).

La préactica de inoculacién puede ser una metodologia razonable de adoptar
con la finalidad de proveer al cultivo aportes de la fijacion biolégica del Nitrégeno y

otros estimuladores biologicos de crecimiento (lglesias et al., 2001).



Se ha comprobado que fertilizando los cultivos con estas bacterias y con
nitrégeno quimico en un porcentaje del 20 al 50% del utilizado normalmente se
consigue un aumento de produccién sobre las cosechas obtenidas Unicamente con

fertilizante quimico al 100% (Russo et al., 2008; Casséan et al., 2009)

Producen reguladores de crecimiento como auxinas, acido Indolacético (AlA),
citosinas, y proteinas como poliamina, fijan nitrégeno, incrementar el crecimiento
radicular, ademas son capaces de acelerar y potenciar el crecimiento de las plantas
(Villegas et al., 2010; Cassan et al., 2009).

Son una alternativa emergente a los fertilizantes quimicos inorganicos para
incrementar la fertilidad y produccién de los cultivos en agro ecosistemas
sustentables (Wu et al., 2005).

La mayor exploracion radical permite acceder a sitios del suelo enriquecidos
con nutrientes poco maoviles como el fésforo. EI mayor desarrollo radical inducido por
la inoculaciéon con Azospirillum conduce a una mayor absorcién de agua y nutrientes
del suelo que se refleja en el mayor crecimiento del tallo y follaje. El contenido de
fésforo, nitrdgeno, potasio y diversos micronutrientes es mayor en las plantas
inoculadas con Azospirillum que en las no inoculadas con la bacteria (Baldani et al.,
1979). Okon y Labandera-Gonzéalez (1994) llevaron a cabo una amplia revision de las
experiencias obtenidas en 20 afios de inoculacion con Azospirillum. Observaron
efectos positivos sobre el rendimiento en el 60-70% de los experimentos y que la
inoculacién permite disminuir las dosis de fertilizantes (NPK) en un 30-45% sin
afectar significativamente los rendimientos. Segun estos autores las mayores

respuestas se observan en suelos arenosos.

En 1970 se descubrié que esta bacteria puede también fijar el nitrégeno
del aire sin asociarse simbidticamente a las plantas como sucede en las leguminosas

como las bacterias del género Rhizobium (Dobbelaere et al., 2003).
Uso de Azospirillum en la Agricultura

Canto et al. (2004) encontraron incrementos significativos en el peso seco
aéreo y radical cuando se han inoculado plantas de chile habanero con 10’ UFC mL™
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de Azospirillum. Las respuestas inducidas por Azospirillum sp. en tomatillo son
analogas a las aplicaciones de A. brasilense y A. lipoferum, que incrementaron el
diametro de tallo, peso fresco y seco de tomate y peso fresco y seco de la planta de
canola, respectivamente (El-Katatny, 2010; Baniaghil et al., 2013). La inoculacion de
Azospirillum con la concentracién de 10° UFC mL™ en semillas de trigo produjo un
aumento en el porcentaje de germinacion y longitud de plumula (Rojas et al., 2008).
También se han hecho estudios de inoculacion en cultivos como arroz, cafia de
azucar, maiz, trigo y Brachiaria spp. Obteniendo como resultado la reduccion de
fertilizante quimico nitrogenado (Shigueru et al., 2013). Se evalu6 el efecto de
Azospirillum brasilense en el cultivo de trigo con diferente dosis de nitrégeno, para lo
cual, los tratamientos inoculados con la bacteria mejoraron la fijacion de nitrégeno en
la planta, ademéas de disminuir la cantidad de fertilizante aplicado (Piccinin et al.,
2013). Asi también, bajo condiciones de invernadero se inoculdé Azospirillum
brasilese y A. irakense en plantas de trigo y maiz con diferentes concentraciones de
indculo. Los mejores resultados obtenidos fueron con las concentraciones de 10° y
10° UFC/mI? lo cual estimulé el desarrollo radicular, peso seco de plantas, en
cambio las concentraciones de inéculo de 107 y 10® UFC ml™ no tuvieron efecto
positivo, incluso inhibieron el desarrollo vegetal (Dobbelaere et al., 2002). Rojas et al.
(2009) evaluaron el efecto de Azospirillum sp., en semillas de trigo duro con una
concentracién de 10° UFC mL™ que causé incrementos de la longitud de hoja a

diferencia del resto de los tratamientos.

Diaz et al. (2013) no encontraron una respuesta favorable al aplicar cepas
micorrizicas y Pseudomonas spp. ya que el mayor rendimiento de maiz se observo

en el testigo (fertilizacion).

Rhizophagus intraradices

El origen de los hongos micorricicos se remota al ordivicio (hace 460 millones
de afios), como sugieren tanto los registros fosiles (Redecker et al., 2000; Schufler
et al., 2001)



Los intentos de clasificar los hongos formadores de micorrizas arbusculares
se remota a finales del siglo XIX- principios del XX, cuando se incluian en la familia
Endogonaceae, dentro del phylum Zygomycota, basandose principalmente en el
parecido de esporas y esporocarpios a los de los Zygomycetos (Gerdemann y
Trappe, 1974). Para entonces no era evidente el posible origen monofilético de estos
hongos, es decir, que compartieran 0 no un ancestro comun. Hoy dia, en base al
analista de la subunidad pequefia del ARNr se ha podido determinar su origen mono
filetico y se han agrupado en un nuevo phylum, denominado Glomeromycota
(Schiupler et al., 2001).

La historia evolutiva de los hongos micorricicos es crucial para el
entendimiento de origen morfolégico o no de estos hongos. Es en este periodo de
tiempo cuando se esta produciendo la colonizacién del medio terrestre por las plantas
por un medio acuoso. Se ha hipotetizado que los hongos micorricicos tuvieron un
papel determinante en esta transaccion (Malloch et al. 1980), ayudando a los
antecesores de las plantas actuales en la absorcion de nutrientes de baja movilidad,
como el fésforo y de agua. Hoy dia perduran evidencias de esta temprana asociacion
de hongos micorricicos con plantas primitivas, como son las asociaciones con
briofitos (Schupler et al., 2001).

Los hongos micorrizicos producen esporas de origen asexual, caracterizadas
por tener un gran numero de nucleos y de glébulos lipidicos. El ciclo de vida se inicia
con la germinacion de las esporas. Este es un proceso independiente de la
presencia de la planta hospedera, que no requiere mas que de unas condiciones de
humedad y temperatura (Carpio et al., 2005; Russo y Perkins, 2010). Sin embargo,
se sabe que determinados factores fisicos, como la vernalizacion previa de las
esporas (Hepper, 1981), quimicos como concentraciones elevadas de CO, y
presencia de exudados radicales (Becard y Piche 1989) y bioldgicos, derivados de la
presencia de una amplia variedad de hongos y bacterias del suelo (Azcon- Aguilar et
al., 1986; Azcon, 1987; Hildebrandt et al., 2002) acelerar el ritmo de germinacion de

las esporas.

Al igual que el hongo relaciona ante la presencia de la planta hospedera,

también esta se prepara para el establecimiento de la simbiosis. Asi, en presencia
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del hongo se inicia el desarrollo de un programa genético que es, en parte, similar al
desencadenado en leguminosas en presencia de su Rhizobium especifico (Cordier et
al., 1998; Lingua et al., 2002; Fritz et al., 2006). Esto se ha puesto de manifiesto en
leguminosas mutantes afectadas en la nodulacion, que también tiene afectada la
formacién de micorrizas (Balagi et al., 1994; Albrecht et al., 1998). En este sentido
se ha comprobado que factores difusibles producido por hongos micorricicos son
capaces de activar genes de la nodulacion, como ENOD11 (Kosuta et al., 2003),
activacion que se restringe en la zona de raiz en contacto con el hongo (Chabaud et
al., 2002). Sin embargo, pasa a compartir vias comunes de sefalizacion, la simbiosis
con los hongos micorricicos y con los rizobios presentan distintas rutas de
integracion de la sefal, lo que se refleja en que determinados mutantes que no
responden a factores Nod, no pierden la capacidad de responder a los hongos

micorricicos (Chabaud et al., 2002).

La formacion de arbusculos y la extension de colonizacién parace estar
estictamente controlada por la planta, como indica el hecho de que mutantes en el
gen harl, tanbién asociados con el control de nudos radicales en leguminosas
(Nishimura et al., 2002), presenta un niumero mayor de arbusculos que las plantas

silvestres (Solaiman et al., 2000).

La vida media de los arblusculos es muy breve, aproximadamente 7 dias

(Alexander et al., 1988). Trascurrido este tiempo, los arbusculos degeneran.

El caracter mutualista de la simbiosis supone que ambos simbiontes resultan
beneficiados de esta reaccion, lo que generalmente se traduce en una mejor
nutricion a ambos (Cordier et al., 1998; Lingua et al., 2002; Fritz et al., 2006).

La nutricion mineral en relacién a las micorrizas arbusculares es uno de los
aspectos mas estudiados en la simbiosis, debido a la importancia que esta tiene en
el desarrollo vegetal, con implicaciones en areas tan diversas como la nutricion
humana, la agricultura sostenible o la biodiversidad de los ecosistemas terrestres (
Fritz et al., 2006).

Fue a mediados del siglo pasado cuando empez6 a cobrar interés de las

causas del mejor crecimiento de las plantas micorrizadas. El primer trabajo sefialaba



como el manzano micorrizado presentaba un mayor contenido de Fe y Cu que €l no
micorrizado cuando crecia en suelos deficientes en estos micronutrientes (Mosse,
1957). Posteriormente se puso en manifiesto que los hongos formadores de
micorrizas arbusculares mejoraban también la absorcion de fosfato por la planta
(Gerdemann, 1964; Daft y Nicolson, 1966; Baylis, 1967). Las causas de esta mejora

en la nutricion pueden ser multiples:

1. Las hifas del hongo son capases de explorar un mayor volumen
del suelo que las propias raices, por lo que aumenta la capacidad de
absorcién de nutrientes, especialmente de aquellos que difunden con dificultad
en la solucion del suelo, lo que condiciona la formacion de zonas de
deficiencia alrededor de la raiz, es decir, zonas del suelo, en contacto directo

con la raiz (Sanders y Tinker, 1973).

2. Por su tamario, las hifas son capaces de compartir mucho mejor

con otras microorganismos del suelos por nutrientes (Linderman, 1992).

3. Se ha postulado que los transportadores de los hongos
micorrizicos presentan una mayor afinidad por su sustrato que los de la planta
(Cress et al., 1979)

4.  La posibilidad de absorber fuentes de nutrientes no disponibles

para la propia planta (Swaminathan, 1979)
Efecto de las micorrizas sobre la nutricion de las plantas

Numerosos estudios han puesto de manifiesto que la mayoria de las plantas
aumenta la absorcibn de fosforo al establecer asociaciones micorrizicas
(Raghothama, 1999; Rausch y Bucher, 2002;), estas, de hecho, pueden llegar a ser

responsables.

Los hongos micorrizicos son organismos biotrofos obligados, que para
completar su ciclo de vida necesitan colonizar una planta susceptible (planta
hospedera) y establecer la simbiosis. Esta intima asociacion entre hongos
micorrizicos y planta terrestres tiene una antigliedad de mas de 460 millones de afios

(Redecker et al., 2000), lo que ha condicionado decisivamente la biologia de estos
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hongos. No se les conoce ninguna fase de reproduccion sexual pero si la formacion
de esporas de resistencia sobre hifas vegetativas. Se trata de esporas
multinucleadas, con un numero de ndcleos que osilla desde los 720 de Scutellospora
castanea (Hosny et al., 1998), a 2600 para especies de género Gigaspora (Cooke et
al., 1987; Becard y Pfeffer, 1993). Asi mismo estos hongos especial mente los
miembros del género  Gigaspora, pueden ser hospedadores de bacterias
endosimbidticas (Bianciotto et al., 1996) de funcidon y origen desconocidos, e
incapaces, al igual que los propios hongos que los albergan, de una fase de vida

independiente (Jargeat et al., 2004).

Los hongos micorrizicos son importantes en las plantas porque penetran y
colonizan las células radicales del hospedante, forman un sistema de transferencia
bidireccional, llevan nutrimentos minerales del suelo a la planta y compuestos
organicos de la planta al suelo. De este modo, la asociacion posibilita, mediante
mecanismos bioquimicos, mayor absorcion de nutrimentos, principalmente fésforo
(Bethlenfalvay, 1993; Gonzalez, 1993).

Sin embargo, la evaluacion de la colonizacion micorrizica en campo es critica,
ya que el hongo micorrizico compite con poblaciones microbianas nativas (Van Duin
et al., 1989); existen investigaciones que refieren que nematodos mic6fagos,
habitantes comunes de la zona rizosférica, reducen el potencial del hongo micorrizico

arbuscular, ya que se alimentan de la hifa extramatrical (Linderman, 1992).

El contenido de nitrégeno en érganos de plantas cultivadas depende de la
disponibilidad del elemento en el suelo y la cantidad de N aplicado; cuando el
suplemento de N es escaso, el crecimiento es retardado (Greenwood et al., 1980;
Marschner, 1990).

Al aplicar R. intraradices en plantas de chile, y Glomus sp. y G. deserticola en
tomate se encontr6 un mayor rendimiento en dichos cultivos (Selvakumar y
Thamizhiniyan, 2011; Hadad et al., 2012; Wahb-Allah et al., 2014).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area experimental

El presente trabajo se llevd a cabo en el invernadero del Departamento
Forestal de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Buenavista,
Saltillo, Coahuila (25°22' Ny 101°00' O, a 1760 msnm).

Descripcion del experimento
Material vegetal.

Se utiliz6 como material biolégico tomate (Solanum lycopersicum L.);
producido en invernadero. Las semillas fueron sembradas charolas de polietileno de
200 cavidades, utilizando como sustrato peat moss y perlita (70:30), las cuales
fueron nutridas de forma tradicional. Las plantas fueron trasplantadas a los 30 dias
después de la siembra. Se utilizaron bolsas de polietileno color negro de 4 litros
utilizando como sustrato la combinacién de suelo-peat moss-perlita (10:60:30). El
suelo fue cribado y esterilizado: 3 ciclo de autoclave a 15 PSI por 15 min. Asi mismo
se usoO un producto comercial a base de R. intraradices, y una cepa de Azospirillum

sp aislada de trigo por Mendoza et al. (2009).

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar (8 tratamientos),
con arreglo factorial 4*2, la unidad experimental correspondié a una maceta con una
planta. El primer factor presentd cuatro niveles: 1) Rhizofagus intraradices 2)
Azospirillum sp, 3) Rhizofagus intraradices + Azospirillum y 4) un testigo sin la
adicién de estos microorganismos. El segundo factor tuvo dos dosis de fertilizacion;
Solucioén fertilizante Steiner (Steiner, 1961) completa (100% de N, P) e incompleta
(50% de fosforo y 50% de nitrogeno).

Se realizaron dos aplicaciones de micorrizas y bacterias inoculando 0.1 g de
producto (40 esporas) y 1x10® UFC ml™ por planta, respectivamente, al momento del
trasplante (sobre el cepellon) y 15 dias después del trasplante (sobre la base del

tallo).

Las macetas fueron establecidas en el invernadero de forestal, se utiliz6 un

acomodo en doble hilera con una separacion de 30 cm entre cada una de ellas.
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Posterior al trasplante se inicio la fertilizacion mediante riego por goteo. El manejo del
cultivo consistié en podas guiado a un solo tallo, tutoreo y aplicacion de los pesticidas

recomendados para el cultivo.

Descripcion de los tratamientos.
Cuadro 1. Tratamientos establecidos en invernadero en el cultivo de tomate
con la inoculacion de R. intraradices, y Azospirillum sp en tomate con solucion

completa.

100% Ny P

R. intraradices, + | R. intraradices

Azospirillum sp

Azospirillum sp testigo

Cuadro 2. Tratamientos establecidos en invernadero en el cultivo de tomate
con la inoculacion de R. intraradices, y Azospirillum sp en tomate con solucion

incompleta.

50% Ny P

R. intraradices, + | R. intraradices

Azospirillum sp

Azospirillum sp testigo

Variables evaluadas

1. Diametro de tallo. Se determind por medio de un vernier tomando la medida

del tallo

2. Altura. Se determin6 por medio de una cinta métrica tomando la medida de la

planta

3. Numero de racimos. Se determiné contando los racimos de cada planta
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4. Numero de hojas. Se determino contando las hojas de las plantas

5. Peso de fruto. Se determind con una balanza analitica pesando de fruto en

fruto en el laboratorio de horticultura

6. Numero de frutos amarrados. Se determiné contando los frutos después de
cosechar los frutos

7. Peso fresco de la planta. Se determind con una balanza analitica pesando
la planta en cuanto fueron cortada y embolsada en el laboratorio de

horticultura

8. Peso seco de la planta. Se determind en una estufa durante 72 horas a una
temperatura de 70°c y el peso con una balanza analitica en el laboratorio de

horticultura.

9. Nitrégeno. Se determind por el método micro Kjeldahl (Muller, 1961), EI N
total (%) se determin6 por el método micro Kjeldahl: 0.05 g de muestra se
colocaron en matraces Kjeldahl y se agregaron 4 ml de mezcla digestora
(K2SO40 + HgO + H,SO,), los matraces se llevaron a una estufa para
digestibn con temperatura de 150 °C hasta obtener color cristalino. La
muestra digerida se coloc6 en un micro Kjeldahl (marca LABCONCO)
haciéndose reaccionar con NaOH al 50% y H3BOg3 al 2.2%, y se recuperaron
60 ml del destilado, el cual fue titulado con H,SO4 a 0.025 N. El porcentaje de

nitrdgeno se calculé mediante la férmula:

(ml gastados de H,SO,) - (0.014) - (Normalidad de H,SO,)

% nitrégeno = (g muestra) * 100

Extracto para la determinacién de minerales en hojas y tallos (a los 119 ddt) y
del fruto (125 ddt). Se us6 1 g de muestra seca y molida que se colocé en un matraz
y se adicioné mezcla perclérica (HNOzy HCIO4 3:1 (v/v). El matraz se calent6é a 250

°C en parrilla para digestion hasta obtener un liquido color claro. El digerido se filtro
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con papel filtro 42 (Whatman) aforandose a 100 ml con agua desionizada. Del filtrado

obtenido se tomaron las lecturas de Ky P.

10.F6sforo. Se determiné mediante el método de colorimetria, con digestiones

de la materia seca de la planta El % de P se determiné por el método
colorimétrico de molibdato. Se tomé 1 ml de muestra digerida a la que se
afadieron 5 ml de molibdato de amonio (H24M07NO24.4H,0) y 2 ml de &cido
aminonaftolsulfénico (C1oH9oNO4S), se agitd con un vortex y se dejo reposar
por 20 min. La mezcla se coloco en viales y se midié la absorbancia en un
espectrofotometro Thermo Biomate 5. De acuerdo a la concentracion
obtenida en el espectrofotobmetro se sustituyd en la formula:

(g de muestra/volumen de adoracion)*(Volumen tomado)

% fosforo=[ 1/1000]* 100

(Concentracion *0.001)

11.Potasio. Se midi6 por absorciéon atomica. Se realiz6 con el espectrofotometro

METERTEK SP-830 para medir la intensidad de colores por, de las muestras
de la digestion de material vegetal (Chapman y Pratt, 1976). El % de K se
determind por espectrofotometro 3 gotas de cobaltinitrito, 1 ml de alcohol, 1
ml de la muestra digerida, 5 ml de agua destilada, se mesclo el contenido y se
coloco la mezcla en viales y se midi6 la trasmitancia usando el

espectrofotometro: Metertek sp — 830.

Analisis estadistico

Se realizé un ANVA, asi como prueba de medias segun tukey (p<0.05), bajo un

disefio completamente al azar con arreglo factorial 4*2.
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EL MODELO

Yik = M+ ai + B + (aB); + €k

Donde:

Yik : Variable de respuesta

u : Media global poblacional
o : Efecto debido al i-ésimo nivel del factor A
Bi : Efecto debido al j-ésimo nivel del factor B

(ap)i: Efecto de la interaccion en la combinacion ij

gk  : Error aleatorio con media 0 y c* constante
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro 1 se observa las variables diametro de tallo y altura de planta de
tomatillo. En las variables agronémicas el diametro y altura de planta con solucion
Steiner no se encontraron diferencias significativas en el primer y segundo muestreo.
Aunque en el tercer muestreo en el diametro se encontré diferencia significativa,
siendo la solucién de 50% N y P la que género los mejores resultados. Los
resultados anteriores difieren a lo reportado por Nzanza et al. (2011) quienes
encontraron una mayor altura de planta al inocular G. mossae en tomate. Dentro de
los microorganismos solo se muestra diferencia significativa, en el diametro dos,
siendo el menor didmetro el que corresponde al tratamiento con Azospirillum sp. Por
otro lado se muestran las interacciones en las cuales solo 2 variables muestran

diferencia significativa.

CUADRO 1. Prueba de comparacion de medias en Diametro y altura inoculado con

Azospirillum sp y Rhizophagus intraradices en invernadero de forestal 2014.

Factor Tratamientos D (mm) A(cm) D2(mm) A2(cm) D3(mm) A3(cm)
Solucibn  100% N, P 7.40ap 84.47a 9.37a 148.0a 10.61b 182.75a
Steiner  ga94 N, p 7.28a 81.05a 9.8la 161.4a  11.4la  185.14a
Testigo 7.48a 85.00a 9.78ba 164.89a 10.68a  192.07a
é R.intraradices 7.46a 84.11a 10.01a 159.67a 11.52a 180.00a
'% R. intraradices + 7.27a 80.50a 10.02a 154.00a 10.46a 172.93a
g Azospirillum sp
'§ Azospirilum sp  7.16a 81.44a 8.56b 140.39a 11.40a 190.79a
A*100% 7.69a 83.66a 8.39b 144.8ab  10.95a 183.7a
T*100% 7.08a 80.88a 9.09ab 159.4ab  10.39a 189.1a
® A+R*100% 7.37a 79.22a 9.55ab 127.6b 9.76a 172.0a
E R*100% 7.48a 80.44a 10.44ab 160.2ab 11.36a 186.1a
g A*50% 6.64a 79.22a 8.72ab 174.4a 11.85a 197.8a
_‘qé) T*50% 7.89a 89.77a 10.48ab 170.3ab  10.97a 195.0a
A+R*50% 7.16a 81.77a  10.49a 153.1ab  11.15a 173.8a
R*50% 7.45a 87.77a  9.57ab 147.7ab  11.68a 173.8a

D: Diametro; A: Altura; D2: Didmetro 2; A2: Altura 2; D3: Didmetro 3; A3: Altura 3; B Letras diferentes por columna indican
diferencias estadisticas segin Tukey (p<0.05). R: R. intraradices. A: Azospirillum sp. A+R: R. intraradices +

Azospirillum sp. T: Testigo.
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Dentro de los dos factores se encontr6 una diferencia en cada factor, en la
solucion Steiner el tratamiento que se mostré con mayor respuesta fue el de solucion
incompleta con 50% de N, P en la gran mayoria de los datos. El-Katatny, (2010)
encontré un incremento el diametro de tallo, peso fresco y seco en tomate, asi mismo
Baniaghil et al. (2013) obtuvieron aumento en el peso fresco y seco de la planta de
canola. En el factor microorganismo el que mostr6 mejor respuesta fue R.
intraradices, en relacion con el testigo y el que dio menor respuesta fue la interaccion
de R. intraradices + Azospirillum sp (Cuadro 1) estos resultados pueden ser debido a
que los microorganismos aplicados usaron gran cantidad de energia para su
metabolismo disminuyendo asi la energia disponible para la generacion de biomasa.
Ya que se sabe, que la aplicacion de R. intraradices y Azospirillum sp requiere un
alto gasto de energia (16 moles de ATP) para fijar un mol de N (Urzua, 2005). En las
interacciones muestra diferencia significativa solamente en el diametro 2 en donde la
interaccién de los microorganismos con solucién incompleta es la que muestra
mejores resultados y en la altura 2 en donde la bacteria con la solucién incompleta es

la mayor, dentro de las variables restantes no muestre diferencia significativa.

En el cuadro 2 se observa las variables niumero de hojas, nUmero de racimos,

peso fresco de la planta y peso seco de la planta del tomate.

Las variables N° de hojas, N° de racimos, peso fresco de la planta y peso seco
de la planta con el 100% N, P se la sol. Steiner muestran diferencia significativa
segun (Tukey, p<0.05) teniendo los mayores valores. Dichos resultados son similares
a lo encontrado por Singh (2013) al aplicar Azospirillum + 100% de N en cilantro. En
base a los microorganismos no muestra diferencia significativa, sin embargo la
interaccion R. intraradices + Azospirillum sp, muestran los resultados mas bajos. Las
interacciones muestran diferencia significativa en las variables nimero de hojas,

peso fresco y peso seco.
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CUADRO 2. Prueba de comparacion de medias en numero de hojas, numero de
racimos, peso fresco y peso seco frutos inoculado con Azospirillum sp y Rhizophagus

intraradices en invernadero de forestal 2014.

Factor Tratamientos NH N R NH?2 NR?2 PF PS
15ddt 30 ddt
Solucién 100% N, P 17.80ag 3.58a 26.71la 6.60a 767.12a 122.21a
Steiner 50% N, P 19.05a 3.88a 22.03b 5.42b 577.69b 86.38b
9 Testigo 19.00a 427a 25.35a 6.57a 707.00a 110.24a
% R. intraradices 18.83a 3.55a 25.78a 5.85a 692.07a 105.79a
§ R. intraradices + 16.72a 3.22a 23.57a 5.57a 598.69a 95.03a
g Azospirillum sp
é Azospirillum sp 19.16a 3.88a 22.78a 6.07a 691.86a 106.11a
A*100% 19.55ab 3.77a 28.26a 6.85a 782.4ab 120.1abc
T*100% 18.11ab 4.11a 26.57a 7.28a 820.9ab 130.5ab
® A+R*100% 14.33b 2.44a 27.28a 6.0a 594.0bc 99.6bcd
_S R*100% 19.22ab 4.00a 24.71a 6.28a 871.1a 138.5a
g A*50% 18.77ab 4.00a 23.28a 5.28a 601.2bc 92.1cd
,‘GE_) T*50% 19.88a 4.44a 24.14a 5.85a 593.0bc 89.9cd
A+R*50% 19.11ab 4.00a 19.85a 5.14a 603.3bc 90.3cd
R*50% 18.44ab 3.11a 20.85a 5.42a 513.0c 73.0d

Dénde: NH es el nimero de hojas; NR: Numero de Racimos; NH2: Numero de Hojas 2; NR2: Numero de Racimos 2; PF: Peso
Fresco; PS: Peso Seco; B Letras diferentes por columna indican diferencias estadisticas segin Tukey (p<0.05).

R: R. intraradices. A: Azospirillum sp. A+R: R. intraradices + Azospirillum sp. T: Testigo.

Entre los dos factores, la solucion Steiner si muestra diferencia significativa con un
100% de N, P en el segundo muestreo variables numero de hojas y numero de
racimos, peso fresco de la planta y peso seco de la planta segun (Tukey, p<0.05).
En el factor de los microorganismos no muestra diferencia significativa, sin embargo
el testigo es el que tiene mayor valor, la interaccion de R. intraradices + Azospirillum
sp muestra los datos mas bajos, de igual manera Diaz et al. (2013) no encontraron
una respuesta favorable al aplicar cepas micorrizicas y Pseudomonas spp ya que el

mayor rendimiento de maiz se observo en el testigo (fertilizacion completa). Dentro
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de las interacciones muestra diferencia el numero de hojas siendo el testigo con la
solucién incompleta el mas alto, el peso fresco y peso seco de la planta el que

mostro mejor resultado fue la micorriza con la solucion completa.

En el cuadro 3 se muestran las variables total de frutos, peso del fruto total y
media de fruto total. En el factor de solucion Steiner la Unica variable que muestra
diferencia significativa es peso del fruto total con la dosis de 50% N, P que fue en
todas las variables la que obtuvo el mejor resultado segun (Tukey, p<0.05). Salinas-
Ramirez et al. (2011) observaron una tenencia similar en el incremento del
rendimiento de ejotes, al combinar Rhizobium etli + R. intraradices + dosis alta de N.
En el factor de los microorganismos no se muestra diferencia significativa. En las

interacciones solo la media de fruto total muestra diferencia significativa.

CUADRO 3. Prueba de comparacién de medias en cuatro cortes de frutos frutos
totales, peso en tomate tratados con Azospirillum sp y Rhizophagus intraradices en

invernadero de forestal 2014.

Factor Tratamientos TF PFT MFT
Solucion 100% N, P 2.72ap  289.51b 158.03a
Steiner 50% N, P 3.85a 448.72a 231.69a
Testigo 3.95a 478.7a 244.63a
é R. intraradices 2.75a  293.0a 162.72a
% R. intraradices + 2.75a 307.6a 162.72a
g Azospirillum sp
§ Azospirillum sp 3.70a 397.2a 218.61a
A*100% 3.2a 232.0a 113.8ab
T*100% 4.0a 489.3a 267.2ab
0 A+R*100% 1.0a 107.1a 62.9b
% R*100% 2.7a 329.7a 188.0ab
g A*50% 4.2a 562.5a 326.3a
£ T*50% 39a  468.1a 221.9ab
A+R*50% 4.5a 508.1a 262.5ab
R*50% 2.8a 256.2a 118.9ab

Donde TF: Total de Frutos; PFT: Peso del Fruto Total; MFT: Media de Fruto Total;  Letras diferentes por
columna indican diferencias estadisticas segtin Tukey (p<0.05).R: R. intraradices. A: Azospirillum sp. A+R: R.

intraradices + Azospirillum sp. T: Testigo.

20



Thankamani et al. (2011) observaron un mayor rendimiento en pimienta negra al
aplicar Azospirillum sp + 50% de N recomendado. Para el factor de microorganismos
y las interacciones de los tratamientos no se observaron diferencias significativas,
para ninguna de las variables. Asi también, bajo condiciones de invernadero se
inoculé Azospirillum brasilese y A. irakense en plantas de trigo y maiz con diferentes
concentraciones de indculo. Los mejores resultados obtenidos fueron con las
concentraciones de 10° y 10° UFC mI?, lo cual estimulé el desarrollo radicular, peso
seco de plantas, en cambio las concentraciones de inéculo de 107 y 108 UFC ml™ no
tuvieron efecto positivo, incluso inhibieron el desarrollo vegetal (Dobbelaere et al.,
2002). Quizé la concentracién de las bacterias aplicadas en este experimento haya
afectado su efectividad. Dentro de las interacciones solo media de fruto total muestra
diferencia significativa siendo la bacteria con la solucién incompleta la que muestra

mayor resultado y el las otras variables no muestra diferencia significativa.

En la cuadro 4 se muestran el contenido mineral (N, P y K) en parte aérea, en

raiz y en el fruto de tomate.

En el primer factor de solucién Steiner mostraron diferencia significativa el P en la
parte aérea con 100% N, P. El fruto y las demas variables no muestran diferencia
significativa segun Tukey (p<0.05), pero si muestran diferencia numérica mayor la de
100%N, P. En el factor de los microorganismos el que mostro diferencia la parte
aérea el N con Azospirillum sp. Obtuvo el mayor porcentaje, por otro lado la parte
aérea en el P con R. intraradices fue el mas alto en el P en la parte aerea mostrando
diferencia significativa segun (Tukey, p<0.05) a comparacion las interacciones fueron
las mas bajas e inclusive que el testigo. En las interacciones solo en la parte aérea

aumento el Ny P, en las demas interacciones no mostraron diferencias significativas.
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CUADRO 4. Prueba de comparacion de medias en N, P y K inoculado con
Azospirillum sp y Rhizophagus intraradices en invernadero de forestal 2014.
o Tratamientos Aérea Raiz Fruto Aérea Raiz Fruto Aérea Raiz Fruto
@]
° N N N P P P K K K
LL
c 100% N, P 3.57af 2.04a 2.96a 2.82a 1.37a 150a 6.77a 2.42a 1l1l.4la
O —
2 5
% 'E) 50% N, P 3.36a 1.75a 3.08a 1.94b 1.39a 1.23b 5.71a 2.5l1a 1.68a
n 0
Testigo 2.94b 2.10a 290a 253ab 1.70a 1.40a 6.34a 2.72a 1.86a
g R. intraradices 3.52ab 1.61a 3.57a 3.22a 1.30a 1.16a 9.19a 2.18a 1.44a
=
'% R. intraradices + 3.63ab 1.82a 3.00a 1.93ab 1.26a 1.44a 5.25a 294a 109la
o ..
§ Azospirillum sp
8 Azospirilumsp ~ 3-78a 207a 262a 182b 180a 147a 4.18a 2.03a 0.98a
=
A*100% 388a 205a 24a 196ab 1.71a 17a 338a 21l1a 2.03a
T*100% 2.60b 1.72a 3.2a 2.90ab 1.20a 15a 835a 2.0a 1.56a
® A+R*100% 421a 2.40a 29a 2.47ab 0.89%9a 16a 567a 19a 1.18a
S R*100% 3.60ab 2.02a 3.2a 395a 2.38a l.la 967a 2.0a 0.88a
(8]
§ A*50% 3.67ab 2.14a 2.7a 1.72ab 1.24a l.1a 497a 3.7a 1.68a
(0]
j= T*50% 3.27ab 1.80a 25a 2.17ab 1l.45a 1l2a 432a 2.2a 1.3la
A+R*50% 3.05ab 159a 3.0a 139 149a 1l2a 483a 2.l1a 2.65a
R*50% 3.44ab 1.51a 39a 2.50ab 1.42a 1l.2a 87la 3.3a 1.07a

N: Nitrégeno, P: Fosforo: K: Potasio, B Letras diferentes por columna indican diferencias estadisticas segln

Tukey (p<0.05). R: R. intraradices. A: Azospirillum sp. A+R: R. intraradices + Azospirillum sp. T: Testigo.

En la Cuadro 4 la solucidbn Steiner en dos tratamientos se muestran diferencia

significativa, aunque la solucién 100%N, P muestra mayor resultado aunque no haya

diferencia significativa. Dentro del factor de microorganismos, la mayoria de los

tratamientos no muestran diferencia significativa, sin embargo hay que recalcar que

la interaccion R. intraradices + Azospirillum sp fue uno de los mas bajos en la

mayoria de los tratamientos. Estos resultados son diferentes a lo encontrado por

Latef (2013) quien demostré que la absorcion de P en follaje en chile se estimuld por

la inoculacion G. mosseae. De igual manera Dominguez et al. (2012) reportaron que

la inoculacidon con A. brasilense aumentd la concentracion de N. Dentro de las

22



interacciones muestran diferencia significativa en la parte aérea el aumento del N
siendo la interaccion de los microorganismos con la solucion completa la mas alta y
aumento el P en la parte aérea siendo la micorriza con la solucién completa la que
obtuvo el resultado mas alto, las otras variables no muestran diferencias
significativas sin embargo la micorriza con la solucion completa muestra mejor

resultado a comparacion de las medias.
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CONCLUSIONES

Las aplicaciones de Rhizophagus intraradices aumentaron el P en follaje.

La inoculacion Azospirillum sp increment6 el N en la parte aérea de la planta.

Las soluciones Steiner completa incrementé el P en la parte aérea
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