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RESUMEN

Es absolutamente claro, que para lograr los mayores rendimientos en los cultivos se
requiere de fertilizantes nitrogenados, los cuales no necesariamente tienen que ser
quimicos puesto que han creado varias desventajas en el transcurso del tiempo, sino que
existen alternativas aplicando la biotecnologia, como lo es el uso de numerosos
microorganismos que poseen la capacidad de fijar nitrogeno, lo que constituye una
opcion para la elaboracion de biofertilizantes.

Desde el redescubrimiento de Azospirillum en la década de los setentas esta bacteria de
vida libre y fijadora de nitrogeno ha sido objeto de amplios estudios en su asociacion con
plantas, especialmente gramineas, y ha sido usada a pequefia escala comercial como
inoculante. En la literatura se han reportado incrementos del 10 - 30 % en el rendimiento
de cultivos. Pocos reportes indican valores extremadamente altos del 50 - 270 % en
comparacion con los controles no inoculados. Ademas se ha reportado que las
producciones mas altas se obtuvieron cuando se aplicaron niveles suboptimos de
fertilizacion quimica con nitrogeno para el maximo rendimiento.

El jitomate (Lycopersicon esculentum, Mill) es una de las hortalizas mas importantes en
muchos paises, ocupa el segundo lugar en la produccién mundial de hortalizas. Como
ejemplo tenemos que en México en el periodo de 1986 - 1995 se produjeron 17 millones
de toneladas de jitomate, generando 3,195 millones de dodlares por concepto de
exportacion.

En el presente trabajo se planted como objetivo general evaluar el efecto de la
fertilizacion biologica con Azospirillum y la fertilizacion quimica simultanea sobre el
crecimiento y rendimiento de Lycopersicon esculentum.

Para su cumplimiento se procedio a realizar las determinaciones fisicas y quimicas del
suelo sin esterilizar, y se realizo una fertilizacion quimica de NPK dejando un testigo.
Para la siembra se utilizaron semillas de jitomate certificada variedad bola, las cuales se
inocularon con cepas heterologas de Azospirillum (C4, Cd, VS1, VS7 y VS9), dejando un
testigo fertilizado sin inocular. Durante el desarrollo de las plantas se midieron los
siguientes parametros: altura de la parte aérea (24 dias), altura de la parte aérea, longitud
de la raiz y prueba de infeccion (35 dias), altura de la parte aérea y nimero de racimos
florales (60 dias), determinacion de clorofila en hojas (180 dias), altura, peso fresco, peso
seco, nitrogeno y fosforo total de la parte aérea, area foliar, diametro del tallo, longitud y
peso de la raiz y prueba de infeccion (190 dias). Se midié nitrogeno y fosforo total del
suelo (190 dias). '

Dichas determinaciones proporcionaron los siguientes resultados: las cepas heterologas
de Azospirillum dan lugar a asociaciones eficientes, teniendo efectos variables; la cepa
VS9 resulté tener mejor efecto sobre el desarrollo de jitomate.



Se comprobo que durante el desarrollo vegetativo del jitomate a la inoculacion con
Azospirillum determina el aumento en el peso de la raiz, el diametro del tallo, peso fresco
de la parte aérea y area foliar.

Los resultados de este trabajo se compararon con un trabajo similar a nivel hidroponico;,
el que se llevo a cabo simultaneamente en el Laboratorio de Microbiologia Experimental,
y se observo que la presencia de suelo favorece el desarrollo de las plantas, en tanto que,
bloquea la manifestacion del efecto de las cepas heterologas. El efecto de la fertilizacion
quimica simultanea no tuvo un efecto determinante en el desarrollo de jitomate. No se
obtuvieron datos de rendimiento.



INTRODUCCION

Un grave problema que presenta el campo mexicano, es el bajo rendimiento que se
observa en los cultivos, particularmente en lo que se refiere a granos basicos, debido
sobre todo a alguna de las siguientes razones: bajas precipitaciones pluviales que se
presentan en la mayoria de la superficie agricola de temporal; ataques a los cultivos por
plagas y enfermedades; irregular empleo de variedades de plantas mejoradas y la falta de
fertilizacion fosfatada pero sobre todo nitrogenada (Mascaria, M. A., Caballero, J. y
Carcaiio, M. 1997).

El uso de fertilizantes minerales como fuente de nitrogeno ha causado varias desventajas
en el transcurso del tiempo, entre las que destacan, su elevado costo causado porque para
su fabricacion se emplean derivados del petroleo, que son un recurso no renovable, asi
como los problemas ambientales derivados de su inadecuada aplicacion, ya que al ser
proporcionados en altas dosis, la planta tiende a usarlos ineficientemente, produciendo un
exceso de nitritos y nitratos, que son frecuentemente llevados como contaminantes en el
agua durante el proceso de lixiviacion (Ortega, 1989).

Es absolutamente claro, que para lograr los mayores rendimientos en los cultivos se
requiere de fertilizantes nitrogenados, los cuales no necesariamente tienen que ser
minerales, ya que existe la posibilidad de enriquecer los suelos con nitrogeno y
proporcionar parcial o totalmente el nitrogeno necesario para el desarrollo de los cultivos
fertilizados por via bacteriana (biofertilizacion), a través de la fijacion biologica del
nitrogeno (Mascarua, M. A., Caballero, J. y Carcaiio, M., 1997).

Existen numerosos microorganismos como las algas cianoficeas, bacterias de vida libre y
fotosintéticas que poseen la capacidad de fijar nitrogeno los que constituyen una
alternativa para la elaboracion de fertilizantes biologicos (Calderon, 1995).

En los ultimos 15 afios, ha despertado interés el uso de la bacteria del género
Azospirillum, debido a que puede mejorar el crecimiento de las plantas, a través de su
capacidad para colonizar y asociarse con las raices de una gran variedad de plantas, a su
amplia distribucion, asi como su capacidad de fijar nitrogeno y de producir sustancias
reguladoras del crecimiento vegetal. Las caracteristicas antes indicadas han determinado
que esta bacteria se le considere de gran importancia potencial en la agricultura y
constituya un descubrimiento de gran trascendencia, puesto que implica que el maiz,
trigo y otras gramineas puedan crecer sin necesidad de usar fertilizantes, nitrogenados o
bien disminuyendo su dosis. Lo anterior ha conducido a desarrollar en los ultimos afios
experimentos de inoculacion en diversos cultivos de importancia forrajera y alimenticia
para el hombre en paises como Brasil, Israel, Estados Unidos y Bélgica, entre otros
(Okon, 1985; Reynders y Vlassak, 1982).

El jitomate (Lycopersicon esculentum, Mill) es la hortaliza mas importante en numerosos
paises. En la actualidad este cultivo ha adquirido importancia economica en todo el

mundo (Nuez, 1995), industrializandose en forma de conserva.
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En la dieta humana propdrciona una fuente importante de vitaminas, asi como de acidos
libres (citrico y malico), sales minerales y azicares como glucosa y fructosa (Yufera,
1979).

La popularidad, demostrada por el alto nivel de consumo, convierte a este cultivo en una
de las principales fuentes de vitaminas y minerales en muchos paises (Nuez, 1995).

Considerando las caracteristicas de Azospirillum, la importancia del cultivo de jitomate,
asi como de la bisqueda de mejores alternativas agronémicas que aseguren un mayor
rendimiento, el mejoramiento de la calidad del suelo y la conservacion del mismo, en
este trabajo se evaluo el efecto de la biofertilizacion y la fertilizacion quimica simultanea
sobre el cultivo de jitomate desarrollado en un suelo migajon arenoso sin esterilizar.

Este trabajo forma parte de un proyeéto integral que comprende estudios de la
inoculacion de Azospirillum en jitomate cultivado en hidropénia y en presencia de suelo,
asi como la determinacion de reguladores del crecimiento producidos por la bacteria.



ANTECEDENTES

AZOSPIRILLUM.

El género Azospirillum.

Beijerinck en 1922 aislo a un microorganismo fijador de nitrogeno, a partir de un suelo
arenoso pobre en nitrogeno de los paises bajos, al que llamo Azofobacter spirillum
porque lo consideré un organismo que eslabonaba al género Azotobacter con el género
Spirillum, en 1925 este mismo autor basandose en su forma y preferencia por los acidos
organicos como fuente de carbono, le asigné el nombre de Spirillum lipoferum (Tarrand
etal, 1978).

Tarrand y colaboradores en 1978, propusieron el género Azospirillum y distinguieron dos
especies Azospirillum brasilense y Azospirillum lipoferum, lo que basaron en un estudio
comparativo de las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de géneros como
Rhodospirillum, Derxia, Vibrio, Comamonas, Acuaspirillum, Azomonas, Beijerinckia,
Azotobacter, Rhizobium, Pseudomonas, bacterias que presentan similitud con él.
Posteriormente se describieron otras tres especies, A. amazonense, aislada de pastos en la
zona Amazonica de Brasil, la especie tolerante a la salinidad, 4. halopraeferans asociada
exclusivamente a las raices de los pastos de Kallar (Leptochloa fusca L.) (Bashan y
Levanony, 1990) y la especie 4. irakense (Stacey, 1992).

Distribucion ecologica.

Azospirillum tiene una distribucion generalizada, se ha reportado en una gran variedad de
suelos y de regimenes climaticos, como zonas tropicales, semitropicales, himedas frias y
frias. Se ha aislado de raices de vegetales muy diversos como maiz, trigo, sorgo, avena,
centeno, cacticeas (Ramirez-Gama y Luna-Millan, 1995), jitomate, soya, algodon,
pimienta (Bashan ef al., 1991 y Mohandas, 1988), Cassuarina cunninghamiana
(Rodriguez ef al., 1991) y se ha observado su mayor incidencia en pastos como Panicum
maximum, Panicum miliacetum, Cenchrus cibiaris, Pennisetum americanum y Selaria
italica (Reynders y Vlassak, 1982).

Efecto de la inoculacion con Azospirillum en el desarrollo de las plantas.

Con la inoculacion de Azospirillum en plantas se han puesto de manifiesto cambios
significativos en varios parametros de la planta, tales como mayor desarrollo de las raices
y de la parte aérea, los que frecuentemente se asocian con un rendimiento mas elevado
(Bashan y Levanony, 1990).



Los efectos mas marcados se presentan como cambios morfologicos en el sistema
radical; éstos incluyen el incremento en la longitud, particularmente en la zona de
enlongacion, en el nimero y longitud de las raices laterales, lo que conduce al aumento
del volumen, densidad y peso seco de la raiz; también favorece la aparicion temprana
de pelos radicales, el aumento de la division celular del meristemo e induce cambios en
el arreglo celular en el cortex y estimula la exudacién radicular (Bashan y Levanony,
1990). En las tablas 1, 2 y 3 se resume el efecto de Azospirillum sobre diversos
parametros del desarrollo de gramineas, jitomate y Cassuarina.

TABLA 1. Efecto de Azospirillum en gramineas.

Germinacion

Incremento en el porcentaje.

Raiz

Aumento en la longitud, volumen y peso seco.

Mayor mimero y longitud de raices secundarias.

Aparicién temprana de pelos radicales, asi mismo como el incremento en la
densidad.

Parte aérea

Incremento en peso seco y contenido de nitrogeno.
Acelera el periodo de floracion.
Aumento en la altura de las plantas y tamafio de la hoja.

Produccion

Incremento en la produccion de grano, del 10 -30 %.
Aumento en el contenido de nitrogeno y peso de granos.
Aumento en el nimero de mazorcas.

Incremento en el mimero de espigas y de granos por espiga.

Tomados de Bashan y Levanony, 1990.

TABLA 2. Efecto de Azospirillum en jftomate (Lycopersicon esculentum).

Raiz

Coloniza las células de la capa epidermitica, tejido cortical y haces vasculares.
En la colonizacién superficial la bacteria aparece como células individuales en la
base de los pelos radicales.

En la colonizacién interna azospirilla actia en los espacios intercelulares en un
niamero de 30 x 10* ufc * /g de raiz..

Parte aérea

Aumento del 25 % en la altura a los 34 dias.
Incremento en el didmetro del tallo, mimero de hojas y peso seco a los 45 dias.

“Tomados de Bashan ef al., 19895 , Bashan ef al., 1991 y Mohandas, 1988.
* ufc= Unidades Formadoras de Colonias. Se asume que cada célula bacteriana al multiplicarse da
origen a un ciimulo de células que producen una colonia.

TABLA 3. Efecto de Azospirillum en Cassuarina cunninghamiana.

Raiz

Incremento del 89 % en el peso seco a los 120 dias.

Parte aérea

Incremento del 90 % en el peso seco de las plantas a los 120 dias v del 91 % er
retofios.

Tomado de Rodriguez ef al., 1991.




Estos cambios estan directamente relacionados con las concentraciones del indculo.
Concentraciones superiores a los niveles 6ptimos tienen efectos inhibitorios, mientras que
- dosis muy bajas no tienen efecto. El nivel optimo del inoculo para las semillas de muchos
cereales, vegetales y granos industriales es de 10° - 10° ufc/ml (Okon y Kapulnik, 1986),
para maiz 10" ufc/ml y para jitomate in vitro > 10° ufc/ml (Hadas y Okon, 1987). En
tanto que concentraciones de inoculo de 10° - 10'° ufc/ml generalmente inhiben el
desarrollo de la raiz (Kapulnik, 1985; Bashan, 1990 en Bashan y Levanony, 1990)

Es necesario puntualizar que en la literatura se sefialan las concentraciones necesarias
por mililitro de inoculo, pero no se hace referencia a la cantidad de células bacterianas
por semilla que se requieren para obtener respuesta por la planta.

El efecto de la inoculacion sobre el rendimiento total de las plantas de cultivo en campo
generalmente presenta un incremento del 10 al 30% (Kapulnik ef al., 1981). Pocos
reportes indican valores extremadamente altos, del 50 al 270 % en comparacion con los
controles no inoculados (Bashan y Levanony, 1990).

La evaluacion a nivel mundial de los sucesos de Azospirillum permitié concluir que el
efecto es variable y que solo en el 65 % del total en los experimentos de campo se logro
un incremento en la produccion del grano (Okon, 1985).

Las producciones mas altas reportadas se obtuvieron cuando se aplicaron niveles
suboptimos de fertilizacion con nitrégeno para el maximo rendimiento (Kapulnik ef al.,
1981). Por lo tanto, la inoculacion con Azospirillum fué considerada como un sustituto
parcial de la fertilizacién con nitrogeno (Bashan ef al., 1989).

Sin embargo, la incidencia de resultados positivos no ha sido lo suficientemente
consistente como para facilitar la comercializacion de la bacteria como biofertilizante.

Mecanismos de accion de Azospirillum en plantas.

El principal mecanismo por el cual Azospirillum incrementa el crecimiento de plantas
esta indeterminado. Sin embargo se han propuesto varios modos de accion:

-Fijacion de nitrogeno.

La inoculacion con Azospirillum, incrementa el nitrégeno total de retofios y granos en
plantas. Por lo tanto, la fijacion de N, fué naturalmente el primero y mejor mecanismo de
accion sugerido para explicar el mayor desarrollo de plantas inoculadas con Azospirllum.
La incorporacion de nitrogeno atmosférico dentro de la planta hospedero por la bacteria
ha sido evaluado principalmente por la prueba de reduccion del acetileno (Bashan y
Levanony, 1990).



Estudios de reinoculacion con azospirilla a plantas de jitomate revelan que reducen el
acetileno a etileno y también demuestran claramente que la fijacion de nitrogeno tiene
lugar en el rizoplano y fitoplano de la planta (Mohandas, 1988).

La evidencia de que la fijacion de nitrégeno contribuye al balance de nitrogeno en
plantas estd basada en la observacion comin de un incremento en la actividad
nitrogenasica contenida en las raices inoculadas (Kapulnik ef al., 1981 b y Okon et al.,
1983).

En el Laboratorio de Microbiologia Experimental de la Facultad de Quimica se evalud la
fijacion de nitrogeno in vitro por el método de Micro-Kjeldhal en las siguientes cepas:
VS1, VS7 y V89, y se observo que al ser propagadas en un medio de cultivo carente de
nitrogeno, éstas fueron capaces de acumular 628, 556 y 394.6 mg de N / 100 g de cultivo
(Flores Ayala, 1985).

No obstante, recientes investigaciones se han llevado a cabo para distinguir la
contribucion via fijacion de nitrogeno de otros efectos de la misma inoculacion
bacteriana mediante el uso de una mutante Nif ~ incapaz de fijar nitrogeno. Los resultados
de estas investigaciones indican que la inoculacion de cereales con la mutante Nif = ha
causado los mismos efectos que la cepa parental (Morgenstern y Okon, 1987).
Recientemente la respuesta de plantulas de jitomate a la inoculacion con la mutante Nif -
de Azospirillum brasilense Cd presentd una respuesta similar que la cepa silvestre
(Bashan et al., 1989b). Esto indica que la respuesta de la planta fué causada por factores
ajenos a la fijacion del nitrogeno. Sin embargo, permanece la posibilidad de que la
fijacion de nitrogeno contribuya al desarrollo de las plantas en cantidades pequeiias,
aspecto de importancia en los estadios criticos del desarrollo vegetal.

La planta absorbe mas eficientemente el nitrogeno del suelo cuando éste se encuentra
limitado por tal elemento, lo que resulta que se requieran bajas cantidades de fertilizante
nitrogenado para asegurar la produccion.

-Efectos fitoreguladores de Azospirillum sobre las plantas.

Azospirillum, asi como otras bacterias del suelo (incluyendo Rhizobium) producen
fitoreguladores (Sprent, 1990). Existen evidencias de que Azospirillum in vitro produce
fitorreguladores del crecimiento, tales como auxinas -a partir del triptofano- y giberelinas
(Mascarua ef al., 1988; Hartman ef al., 1983; Bottini ef al., 1989).

Respecto a la inoculacion de Azospirillum en la planta, se reporta que la bacteria se
encuentra en la superficie y en el interior de las raices, pero no existe informacion
respecto a la cantidad y tipo de fitoreguladores que produce en esta asociacion.



No obstante, es factible que estas sustancias (auxinas, giberelinas y' citocinas) son
producidas y liberadas constantemente en la superficie o dentro del tejido vegetal y
ocasione efectos directos en los procesos metabolicos que se traducen en la induccion de
la proliferacion de pelos radicales y raices laterales, lo que aumenta la superficie activa
de las raices y la velocidad de absorcion de nutrientes y agua, lo que se traduce en el
aumento del peso seco de las plantas (Bashan y Levanony, 1990).

-Aumento en la absorcion de nutrimentos.

La absorcion de minerales y agua juega un papel importante en la asociacion
Azospirillum-planta. Sin embargo los datos descriptivos presentados no demuestran que
esta mejora sea-causa o el resultado de otros mecanismos tales como cambios en el
balance de fitorreguladores (Bashan y Levanony, 1990).

Aunado al incremento del desarrollo de las raices las plantas inoculadas con Azospirillum
son también afectadas en caracteristicas del follaje. Estos cambios estan directamente
relacionados con los efectos positivos de la absorcion de nutrimentos por la planta. El
incremento en la absorcion de NO,, NH,', PO,*, K*, Rb* y Fe** por Azospirillum fué
propuesto a causa del aumento en la materia seca foliar y la acumulacion de minerales en
el tallo y en las hojas (Bashan y Levanony, 1990).

El incremento en la absorcion de nutrimentos por raices inoculadas con Azospirillum es
favorecido por el aumento en el flujo de protones, el cual esta directamente relacionado
con el balance de iones en las raices de las plantas (Bashan y Levanony, 1990).
Considerando que durante el periddo reproductivo de la planta, los minerales son
transferidos a las paniculas y espigas, es posible que como resultado de todos los
procesos anteriores resulta al final un elevado rendimiento.

Interaccion de Azospirillum con suelo y la microbiota de la rizésfera.

La poblacion nativa de Azospirillum asi como aquellas que se introducen de manera
experimental al suelo, son afectadas continuamente por cambios en la rizosfera de la
planta, tales como la disponibilidad de nutrimentos y la interaccién con otros
microorganismos nativos. Este tipo de interacciones pueden ser del tipo antagonista,
sinergista, de competencia por los nutrimentos o del tipo depredador-presa, para la
macro y microbiota (Bashan y Levanony, 1990).

El tamafio poblacional de azospirilla ha sido estimado entre 1-10% del total de la
poblacion en la rizosfera (Okon, 1985). En algunas plantas de cultivo, la poblacion de
Azospirillum es relativamente pequefia, alcanzando un promedio poblacional de 10°-10°
ufc/g en trigo (Balandreau, 1989; Bashan y Wolowelsky, 1987; Bashan er.al., 1987); en
tanto que en cereales de verano cultivados en Brasil se reportan poblaciones de 10°-10°
ufc/g de suelo (Baldani ef al., 1987).



Interaccion de Azospirillum con las particulas de suelo.

La inoculacion de plantas con Azospirillum se realiza, aplicando la bacteria a las semillas
o directamente al suelo cerca de las semillas germinantes (Bashan, 1986 b; Okon y
Hadas, 1987). Durante este proceso, la bacteria esta expuesta a las fuerzas fisicas
naturales y a la interaccion que prevalece entre las bacterias y particulas del suelo. Para
vencer estas barreras y colonizar la raiz de las plantas, las células de Azospirillum deben
crear una sustancial fuerza fisica que les permita el movimiento a través del suelo
(Bashan, 1986 c; Bashan y Levanony, 1987). Pocos estudios se han llevado a cabo en
cuanto a la interaccion de Azospirillum con las particulas de suelo.

Las células de Azospirillum son frecuentemente adsorbidas irreversiblemente por una alta
fraccion de particulas en el perfil del suelo, en donde interactia principalmente con
arcillas y materia organica. Las condiciones fisicas y quimicas del suelo, tales como pH,
textura, régimen hidrico y disponibilidad de sustancias quimioatrayentes incrementan el
efecto de adsorcion de Azospirillum a las diferentes fracciones de suelo. La adherencia de
esta bacteria a lasarenas, es realizada por una cadena de puentes de proteinas producidas
por las células bacterianas (Bashan y Levanony , 1988).

JITOMATE

Antecedentes histéricos.

A la llegada de los espafioles a Ameérica, el jitomate formaba parte de los pequefios
huertos de hortalizas del area mesoamericana, sin que su importancia econémica fuera
grande. Era una yerba mas de las milpas. Los espafioles y portugueses difundieron el
jitomate por el mundo a través de sus colonias. Posteriormente contribuyeron a ello
otras potencias y paises (Nuez, 1995).

El centro de origen del género Lycopersicon es la region andina que hoy comparten
Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia y Chile. En esta area crecen espontaneamente las
diversas especies del género. También en esta zona Lycopersicon esculentum muestra su
mayor variacion (Rick, 1976)

Sobre la domesticacion del jitomate existen solo hipétesis razonables. No hay evidencias

de que éste fuese cultivado por los sudamericanos en la época precolombina (Nuez,
1995).
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Caracteristicas generales.

El jitomate es una planta perenne de porte arbustivo que se cultiva como anual. La planta
puede desarrollarse de forma rastrera, semirecta o erecta, y el crecimiento es limitado en
las variedades determinadas e ilimitado en las variedades indeterminadas, pudiendo
llegar, en estas ultimas, a 10 m en un afio (Rick, 1978). La ramificacion es generalmente
simpodial, con lo que los ejes sucesivos se desarrollan a partir de la yema axilar del eje
precedente y la yema terminal da lugar a la inflorescencia o a ramas abortivas.

Las hojas son compuestas, imparipinnadas con 7 a 9 foliolos y una filotaxia de 2/5. La
inflorescencia es un dicasio compuesto generalmente por 4 a 12 flores. El fruto es una
baya de forma globular, ovoide o aplastada cuyo peso oscila, segiin variedades, entre 5 y
500 g. Cuando la semilla se siembra directamente en el suelo desarrolla una potente raiz
principal que le permite adaptarse a ecosistemas semidesérticos, en tanto que cuando la
raiz principal se dafia, como por ejemplo a consecuencia del transplante, se desarrolla un
sistema de raices laterales adventicias.

Nuez (1995) indica que la clasificacion generalmente aceptada corresponde a la
propuesta por Hunziker en 1979.

Clase: Dicotyledoneas

Orden: Solanales (Personatae)
Familia: Solanaceas

Subfamilia: Solanoideae

Tribu: Solaneae

Geénero: Lycopersicon

Especie: esculentum (Miller, 1754).

Caracteristicas del cultivo.

El jitomate tiene un sistema radical de caracter secundario muy desarrollado en la capa
superficial del suelo. El tallo es grueso, pero poco rigido por lo que, generalmente, hay
que recurrir al tutorado de la planta, especialmente en los cultivos semiintensivos e
intensivos para consumo fresco. La floracion y el cuajado de los frutos son los periédos
mas criticos del cultivo, los cuales inician con la primera floracion, hacia los primeros
treinta dias del cultivo, siguiendo sucesivas floraciones que van madurando
paulatinamente. El ciclo vegetativo tiene una duracion total que oscila entre 90 y 120
dias dependiendo de la variedad (Dominguez, 1989).

En el desarrollo del fruto durante su crecimiento y maduracion se produce el rellenado
del mismo con las sustancias organicas asimiladas en el proceso de la fotosintesis
(Dominguez, 1989). A medida que va madurando la planta, la clorofila se degrada
progresivamente, lo que ocasiona un blanqueamiento del fruto, siendo un buen precursor
de la madurez.
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Durante la transicion, se destruye la clorofila que queda, se sintetizan carotenoides,
decrece la acidez, el almidon se convierte en azicares, se elaboran aceites esenciales y
otros componentes del aroma (Rick, 1976).

La planta se desarrolla bien en un amplio rango de latitudes, tipos de suelos, temperaturas
y métodos de cultivo, y es moderadamente tolerante a la salinidad (Nuez, 1995). En el
caso de pH, el jitomate prefiere rangos de 6 a 7.5, en donde toma con mejor eficiencia
sus nutrimentos (SEP, 1987).

Prefiere ambientes calidos, con buena iluminacion y drenaje. La exposicion prolongada a
temperaturas inferiores a 10°C, la escarcha, la iluminacion inferior a las 12 h, un drenaje
deficiente o un abonado nitrogenado excesivo le afectan desfavorablemente. Cuando las
condiciones ambientales no son favorables para el cuajado, las flores caen después de la
antesis (Nuez, 1995). Entre los problemas mas habituales sobre el cuajado del fruto, se
cuenta la falta de polinizacion que se da frecuentemente en invernaderos (Rick, 1976).

Necesidades nutritivas del cultivo.

En jitomate, el nitrogeno (N) agiliza el crecimiento y permite que las hojas protejan los
frutos de la exposicion directa del sol, aumenta también el tamafio, lo que influye en el
nimero de frutos. La mayor demanda de nitrogeno ocurre durante el periodo de
fructificacion. El fosforo (P) debe estar disponible en abundancia, este nutrimento hace
crecer tanto las partes aéreas, como las raices, acelera la maduracion y aumenta
notoriamente la produccion en volumen. El potasio (K) contribuye al vigor de la planta;
éste es extraido en grandes cantidades por el jitomate. El potasio junto con el magnesio
(Mg) determina la calidad de los frutos, especialmente la coloracion (SEP, 1990).

Plagas.

Acaros. Tres especies se han censado como plagas del jitomate, en las regiones templadas
y calidas. De ellas Aculopus lycopersici (acaro del bronceado) es la mas especifica,
Polyphagotarsonemus latus (acaro blanco) la menos frecuente -excepcion hecha de
ambientes tropicales y subtropicales-, y Tetranychus urticae (arafia roja) es la mas
extendida, polifaga y con mayores repercusiones para el cultivo (Nuez, 1995).

Insectos. Dos especies tienen particular significado en el cultivo del jitomate:
Trialeurodes vaporariorum (mosca blanca de los invernaderos) y Bemisia tabaci (mosca
blanca del tabaco). A la habitual presencia de la primera en la mayor parte de los
tomatares de las zonas calidas, hay que afiadir la proliferacion de la segunda que
constituye una plaga en areas ligeramente calidas (Nuez, 1995).
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Pulgones. Un amplio numero de especies del orden Homoptera, pertenecientes a la
familia Aphididae, se asocian con mayor o menor grado de intimidad y con mayor o
menor incidencia al cultivo del jitomate (Nuez, 1995).

Importancia econémica.

El tomate, conocido por los mexicanos como jitomate, ocupa el segundo lugar en la
produccion mundial de hortalizas (el primero es la papa) y en los ultimos 40 afios su
produccion crecié 9.4 % en promedio anual (Terrazas, 1996).

Esto se explica principalmente por cambios en las costumbres de alimentacion. Las
comidas rapidas, bafiadas en salsa de jitomate, se imponen en los habitos mundiales de
alimentacion (Terrazas, 1996; Bosso y Serafin, 1981).

Para tener una idea de la importancia de la produccion de jitomate en el pais anotaremos
los siguientes datos: en el periddo de 1986-1995 se produjeron 17 millones de toneladas
de jitomate (cuadro 1). El volumen represent6 el 7 % de la produccion nacional de los
diez principales cultivos agricolas en la ultima década, el 18.33 % de la produccion
fruticola y el 5.13 % aproximadamente de la produccion de otros cultivos agricolas. Con
relacion a cultivos en particular, el jitomate represent6 el 160.48 % del volumen de frijol
producido en la década pasada, el 43.24 % del trigo y el 12.18 % del maiz (Terrazas,
1996). Para el ciclo otofio-invierno (1994-1995) se produjeron 1 131 265 toneladas y
para el ciclo primavera-verano (marzo-octubre), se produjeron 831 643 toneladas. La
venta de jitomate en puré enlatado generé en 1995 (enero-septiembre) 214 834 miles de
nuevos pesos, con un volumen de 47 770 toneladas. En el mismo afio por concepto de
exportacion se obtuvieron 514 546 miles de dolares (INEGI 1996, SAGAR 1996).

La superficie cosechada de jitomate represento el 9.09 % de la superficie fructicola y el
1% de la cosechada con los diez principales cultivos agricolas, los pasados diez afios
(cuadro 2). El cuadro 3 presenta la produccion nacional de jitomate a nivel estatal, en
1995, :

La siembra de jitomate resulta ser de gran importancia en varios estados de la Republica,
principalmente los localizados al norte, su produccion se concentra en tierras de riego y
en unos cuantos poblados.



CUADRO 1. Produccién y Exportacién de Jitomate en México, 1986-1995

PRODUCCION "EXPORTACION
Aio miles de miles de % millones de dirs. por
toneladas toneladas exportacion de délares tons.
) produccién
1986 1,454 538 37.00 408 758.4
1987 1,672 587 3511 200 340.7
1988 1,980 466 23.54 243 521.5
1989 1,919 439 23.00 199 453.3
1990 1,885 392 28.82 428 1,091.8
1991 1,860 443 : 2382 262 5914
1992 1,413 219 15.50 167 762.6
1993 1,693 488 28.82 395 809.4
1994 1,597 *410 25.67 * 361 880.5
1995 ** 1,889 *ERR 62D 39.00 * #4% 537 855.3
TOTAL 17,362 4,604 28.03 3,195 7,064.9

Fuente y caiculos con base en Poder Ejecutivo Federal, Primer Informe de Gobiemo, Anexo, México, septiembre de
1995.

* Banco de México, base de datos del Banco de Comercio Exterior.

** El Financiero, lunes 19 de febrero de 1996, con base en FAO, Anuarios Estadlsticos de /a Produccion.

*** Banco de México, op. cit. Enero-Noviembre.




CUADRO 2. Superficie sembrada y cosechada, volumen y valor de la produccién de jitomate,

por Estados, en el ailo agricola 1993/1994.

Superficie Superficie Volumen Valor
Estado sembrada cosechada
(miles de ha.) (miles de ha.) (miles de tons) (mill. de $)
Sinaloa 248 245 536.2 504.3
Sn.Luis Potosi 84 83 2228 3264
Michoacin 3.9 1.4 74.2 71.5
Sonora * nd. nd. nd. nd.
Baja California 8.0 75 240.4 382.0
Morelos ) 33 33 454 207.1
Nayarit 40 38 64.6 65.2
TOTAL 523 488 1,183.6 1556.5

Fuente: INEGI, Anuario Estadistico de los Estados de Sinaloa, San Luis Potos!, Michoacan, Baja California, Morelos y
Nayarit, México, 1995.

* El Estado de Sonora no presenta desagregada la informacién de su produccitn horticola.

CUADRO 3. La produccibén nacional de jitomate a nivel estatal, en 1995:

Sinaloa 43% Baja California 3.4%
San Luis Potosi 16% Morelos 3.3%
Michoacén 4.3% Nayarit 3.2%
S;)nnn 4.5% Otros 22%

Fuente: H. Camara de Diputados, Comisién de Agricultura, Situacion actual de /as exportaciones de tomate a los

Estados Unidos, México, febrero de 1996.
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Considerando los reportes sobre el efecto que produce la inoculacion de Azospirillum
sobre el desarrollo de las plantas y el rendimiento de algunos cultivos, asi como la

importancia economica del jitomate en este trabajo se plantearon la siguiente hipotesis y
objetivos:

HIPOTESIS

Las cepas de Azospirillum al no ser especificas del hospedero tienen efecto diferente
sobre el desarrollo, nutricion y rendimiento de Lycopersicon esculentum.

OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el efecto de la fertilizacion biologica y la fertilizacion quimica simultanea sobre
el crecimiento y rendimiento de Lycopersicon esculentum.

PARTICULARES
1. Determinar la infeccion por cepas heterologas en raices de jitomate.

2. -Comparar el efecto de la inoculacion de cinco cepas de Azospirillum y fertilizacion
quimica simultanea sobre algunos parametros de crecimiento del cultivo de jitomate a
diferentes periddos de desarrollo.

3. Comparar el efecto de la inoculacion de cinco cepas de Azospirillum y fertilizacion
quimica simultanea sobre el rendimiento del jitomate.
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METODOLOGIA

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Microbiologia Experimental, de 1la
Facultad de Quimica, UNAM.

En la figura 1 se muestra el diagrama general de la metodologia.

Estudio del suelo.

Muestreo del suelo.

El suelo fué colectado de la parte arable en la parcela ubicada en el Bondho, municipio
de San Salvador, Hidalgo. Teniendo como cultivos previos frijol y maiz.

Analisis Fisicos y Quimicos.

Primeramente el suelo se dejo secar al aire, para posteriormente pasarlo por un tamiz con
luz de malla de 2 mm. Los andlisis realizados fueron los siguientes:

ANALISIS METODO REFERENCIA
Textura Bouyocus Foth, 1992 y Gavande, 1979
Densidad Aparente Probeta Gaucher, 1971 y Tompson, 1978
Densidad Real Picnémetro Gaucher, 1971 y Tompson, 1978
Porosidad Relacion de densidades Gaucher, 1971
pH Potenciométrico (1:2.5) Tompson 1978
Matéria Organica Walkley & Black Ruiz y Ortega, 1979
CICT. Acetato de amonio 1N pH7 | American Society of Agronomy, 1965
Nitrogeno Total Kjeldhal de Gunning Ruiz y Ortega, 1979
Fosforo Total Vanadato de amonio Cajuste, 1986
Cepas.

Se emplearon las cepas de la coleccion de la Facultad de Quimica. Se eligieron conforme
a estudios realizados anteriormente en el Laboratorio de Microbiologia Experimental, a
nivel de invernadero. Dichas cepas dieron los mejores resultados.

CLAVE | ESPECIE

AISLADA DE

REFERENCIA

C4 A. brasilense
Cd* | A. brasilense

Raiz de trigo, Celaya, Gto.

Jiménez, 1986

Raiz de Cynodon dactilon (ATCC 29710) | Tarrand et al 1978

VS1 | A. lipoferum Raiz de sorgo, Valle Santiago, Gto. Flores’A., 1985
VS7 | A. brasilense | Suelo del cultivo de sorgo, Valle Santiago, Gto. | Flores A., 1985
VS9 | A. brasilense Raiz de sorgo, Valle Santiago, Gto. Flores A., 1985

*De referencia.
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Tratamientos.

Se disefiaron siete tratamientos, con cinco repeticiones cada uno.

TRATAMIENTO TSF! TF? C4 Cd VS1 VS7 VS9

INOCULO - - C4 Cd VS1 VS§7 Vs9
FERTILIZANTE - ok * i + + +

! TSF= testigo sin fertilizar, * TF=testigo fertilizado.

Invernadero.

Se lavo con agua y jabon, se desinfecto con hipoclorito al 5% y con permanganato en
solucion con formaldehido. Posteriormente las condiciones ambientales se ajustaron a
una temperatura de 18-30°C (dia y noche) y una humedad del 70%.

Unidades experimentales.

Se ocuparon macetas de plastico. Estas se lavaron con agua y jabon y se desinfectaron
con alcohol al 70%. En cada una de ellas se adiciond 8 kilos de suelo libre de piedras y
material contaminante. Finalmente las macetas se colocaron al azar en el invernadero.
Siguiendo un disefio del tipo totalmente aleatorizado.

Fertilizacién.

La dosis de fertilizante aplicado un dia antes de la siembra fué de 180 Kg/ha de sulfato
de amonio, 250 Kg/ha de sulfato de potasa y 250 Kg/ha de superfosfato triple (anexo 1).

Produccién del inoculante liquido.

Las cepas se activaron en medio Nfb semisdlido (ss) (anexo 2), se tomé una asada y se
incub6 a 37°C por 72 hrs. Para luego llevar a cabo una etapa de adaptacion en medio Nfb
liquido (liq) (anexo 2) incubando a 37°C por 72 hrs. manteniéndolo en agitacion a 200
rpm hasta alcanzar la fase logaritmica, de acuerdo a las unidades Klett (UK) obtenidas en
las curvas de crecimiento. Las unidades fueron medidas en un nefelometro Klett-
Summerson con filtro verde.

Para la obtencion del inoculo, del cultivo anterior se transfirieron 5 ml al medio Nfb,,, se
incubo a 37°C y 200 rpm por 24 hrs. Con objeto de mantener poblaciones similares, los
diferentes cultivos fueron ajustados a 10 UK (aproximadamente) mediante la adicion de
medio Nfb,, (figura 2)
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Figura 2. PRODUCCION DEL INOCULANTE LiQUIDO.
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Desinfeccion e inoculacion de las semillas.

Se utilizo semilla certificada de jitomate (Lycopersicon esculentum), variedad bola,
marca Cobo. Para eliminar el biocida de las semillas se llevaron a cabo 8 lavados
continuos con agua estéril, agitados en Vortex. Para la desinfeccion se utilizo cloralex al
5% por 3 min., seguida de un mismo nimero de lavados (figura 3)

La inoculacion se realizd colocando un numero conocido de semillas en el cultivo
ajustado. Se tomaron 10 semillas para realizar el conteo del nimero de células viables de
Azospirillum, el cual se llevo a cabo mediante la técnica de dilucion y cuenta en placa

(figura 4).

Siembra.

Fueron sembradas cinco semillas (inoculadas y no inoculadas) por maceta, a una
profundidad de 1.5 cm.

Cuidados del cultivo.

‘Riego.
El riego se realizo cada tres dias, empleando agua corriente. La cantidad utilizada
dependio del tamafio de la planta.

*Aclareo.
El aclareo se llevo a cabo a los 35 dias, dejando dos plantas por maceta.

Aporque.
A los 35 dias se realizo el aporque, empleando tezontle lavado y esterilizado.

‘Poda.
La poda se efectu6 a los 60 dias cuando las plantas presentaron 35 cm de altura
aproximadamente, suprimiendolas de los brotes axilares

‘Entutoramiento.

Cuando se cumplieron 70 dias del cultivo, fué ‘necesario colocar una cuerda soporte
alrededor de la planta en el sentido de las agujas del reloj atando una vuelta floja
alrededor del tallo por debajo de una hoja sana.

“Control de plagas.

A los 60 dias se presento una plaga de “mosquita blanca”, la cual fué controlada con el
insecticida Azuflow2, aplicandolo a los 65, 100 y 160 dias.
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Figura 3. DESINFECCION E INOCULACION DE SEMILLAS.
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Figura 4. CUANTIFICACION DE CELULAS VIABLES.
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-Polinizacion.
La polinizacion se realizo manualmente cada tres dias, cuando las flores se encontraron
en estado receptivo (dobladas hacia abajo).

Muestreos.

Durante el desarrollo de las plantas se realizaron los siguientes muestreos:

DIAS DE CULTIVO PARAMETROS ANALIZADOS
35 Altura de la parte aérea, longitud de la raiz, prueba de infeccion.
60 Altura de la parte aérea y nimero de racimos florales.
180 Determinacion de clorofila en hojas’
190 PARTE AEREA: altura, diametro del tallo, peso fresco, peso seco,
area foliar’, nitrogeno total’ y fosforo total*. RAIZ: longitud, peso,
prueba de infeccion. SUELO: nitrogeno total®, fosforo total®.

"Método de la acetona (Baker y Hipkiss, 1986); * Ecuacién de Hughes, Cockshull y Heath (Evans, 1972);
3 Método de micro-Kjeldahl (Mitchel, 1982);  Método del Vanadato-molibdato (Jackson, 1976);* Método
de Kjeldahl (Ruiz y Ortega, 1979); ¢ Método de Olsen y colaboradores (Cajuste, 1986) (anexo 3-8).

Prueba de infeccion.

La prueba de infeccion se tomoé en dos etapas del desarrollo de la planta. Se observo la
aparicion de la pelicula blanca y el vire del indicador, caracteristico en Azospirillum.

A los 35 dias, se extrajeron tres plantas de cada maceta, las raices-se lavaron con
abundante agua corriente, se desinfectaron con cloralex al 5 % por tres minutos,
finalmente se les aplicaron ocho lavados con agua destilada estéril y se maceraron. A
partir del macerado se hicieron diluciones decimales, las diluciones 10°, 107, 10®, 10° y
10", fueron sembradas en tubos con 9 ml de medio Nfb,, las que se incubaron a 35°C
por 72 hrs (figura 5).

La segunda prueba se realizd a los 190 dias. El sistema radical fué lavado
abundantemente con agua corriente, se dividio longitudinalmente en tres secciones:
corona, media y distal (figura 6). De cada seccion se tomaron dos fragmentos que se
encontraban unidos a la raiz principal, se lavaron ocho veces con agua destilada estéril.
En seguida cada fragmento se sembro en tubos con 9 ml de medio Nfb, a una
profundidad de tres cuartas partes del medio y se incub6 a 35°C por 72 hrs (figura 5).

Andlisis estadistico.

Se realizd un ANOVA y pruebas de Tukey con un a de 0.05 para determinar las
diferencias estadisticamente significativas, utilizando el paquete SAS para WINDOWS.
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Figura 5. PRUEBAS DE INFECCION.
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Figura 6. SECCIONES LONGITUDINALES DE RAIZ.
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RESULTADOS Y ANALISIS

Tabla 1. ANALISIS FISICOS Y QUIMICOS DEL SUELO.

ANALISIS RESULTADO
Textura migajon arenoso
Densidad Aparente 122 g/ec
Densidad Real 200g
Porosidad Total 39%
pH 75-8
Materia Orgénica 3%
CIC.T. 42.4 meq/100 g suclo
Nitrogeno Total 0.018 %
Fosforo Total 0.003 %

Se tiene un suelo con 36 % de arcilla, 6.48 % de limo y 89.92 % de arena, porcentajes
que corresponden a una textura migajon arenosa, lo que le permite al suelo absorber
facilmente el agua, tener buena aereacion y buen drenaje (Tompson, 1978). Su
caracteristica migajonosa le da la propiedad de tener buena estructura porque mantiene el
equilibrio entre la cantidad de macroporos y microporos, lo que se corrobora con los
datos de densidad aparente (1.22 g/cc), y porosidad (39 %) que indican poca
compactacion del suelo, lo que favorece la penetracion de las raices (Gaucher, 1970) y la
aereacion del suelo (Baver, 1973), por lo tanto, nuestro suelo presenté buenas
caracteristicas fisicas para la agricultura.

A pesar de que los suelos con textura arenosa son generalmente de baja fertilidad y son
una fuente escasa de elementos nutricios (Tompson, 1978), el suelo en cuestién presenta
un valor medio de la C.I.C.T. (42.4 meq/100g suelo), caracteristica relacionada con el
porcentaje de arcilla (6.48) y contenido de materia organica ( 3%) (Wild, 1992).

El porcentaje de nitrogeno total (0.018 %) es bajo, correspondiendo a los suelos migajon
arenoso (0.016 %). La cantidad de fosforo (0.003 %) se considera baja a pH de 7.5
(Gaucher, 1970). El resultado de pH, indica que esta ligeramente arriba del sefialado
como Optimo para el cultivo del jitomate (SEP, 1987), ain cuando en este rango se indica
que hay una buena actividad de nitrogeno, buena disponibilidad de potasio y el fosforo
aprovechable se encuentra en forma de HPO, > (Ojeda, 1980).

Tabla 2. DENSIDAD OPTICA Y CUANTIFICACION DE CELULAS VIABLES.

CEPAS | CONCENTRACION | DENSIDAD INOCULO SEMILLA
DEL INOCULO (UK) OPTICA ufc/ ml (10%) | Ufe/ ml (104)
C4 10 0.020 640 1.4
cd 9.5 0.019 2 0.7
VS1 12 - 0.024 540 2.0
VSs7 11 0.022 310 05
VS9 10 0.020 840 04
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Los datos de la tabla 2 muestran que la poblacion de los inoculos fué superior a la
concentracion de 10° ufc/ml, correspondiente al nivel 6ptimo para jitomate in vitro
(Bashan y Levanony, 1990). La poblacion por semilla resulto de 10 * ufc/ml; en este
sentido es conveniente sefialar que para asegurar la respuesta de leguminosas a la
inoculacion con Rhizobium se recominda 10° ufc/semilla, en tanto que no existen datos
sobre Azospirillum.

Tabla 3. PRUEBA DE INFECCION A LOS 35 DiAS DE DESARROLLO.

TRATAMIENTO DILUCIONES
104 107 10°* 10° 107
TSF - - = : -
T'F - - - - -
C4 + + + + +
Cd + + + + +
VSi + + + + +
VS7 + + + + +
7 + + + + +

+ = presencia, - = no presencia

Las diluciones empleadas en esta determinacion permitieron verificar la presencia de
Azospirillum en los tratamientos inoculados, en donde se encontré en cantidades
elevadas. También se observo que por lo menos hasta la dilucion 10, no se encontré
Azospirillum en los tratamientos sin inocular (TSF, TF); lo que no descarta la posibilidad
de que las raices en este periodo de desarrollo estuvieran infectadas por la bacteria nativa
en una concentracion menor. Okon y Kapulnik (1986) mencionan que con un indculo de
10° - 10°ufc/g Azospirillum no prolifera en los pelos radicales.

Tabla 4. PORCIENTO DE INFECCION A LO LARGO DEL SISTEMA RADICAL A LOS
190 DIAS DE DESARROLLO.

TRATAMIENTO % DE INFECCION
CORONA MEDIA DISTAL
TSF 62.5 50.0 875
TF 50.0 75.0 62.0
C4 100.0 62.0 50.0
Cd 100.0 66.6 66.6
Vs1 75.0 750 100.0
VS§7 100.0 87.5 62.5
VS9 87.0 87.5 100.0

Los resultados de la tabla 4 indican que la infeccion se presentd en los tratamientos
inoculados y sin inocular y a través de todo el sistema radical lo que permitié confirmar
la presencia de Azospirillum en el suelo en estudio, cuya cantidad fué menor con respecto
a los tratamientos inoculados.
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Por otra parte, considerando que la prueba de infeccién se realizo a partir de raices
desinfectadas, se puede afirmar que la colonizacion se llevé a cabo en la endorrizdsfera,
como lo establecen Mohandas (1988) y Okon y Kapulnik (1986), los que indican que la
inoculacion de semillas de jitomate con Azospirillum ocasiona la infeccion interna de las
raices.

Respecto al sitio de colonizacion el comportamiento de las cepas fué variable, la C4, Cd
y V87 colonizan preferentemente la zona de la corona, mientras que VS1 y V89 la zona
distal. En tanto que las observaciones de Bashan ef al. (1991), revelan que la mayoria de
la poblacion de Azospirillum en jitomate se concentra externamente y en la zona de
elongacion.

Tabla 5. EFECTO DE LA INOCULACION DE Azospirillum Y FERTILIZACION
QUIMICA SIMULTANEA SOBRE LA GERMINACION DE SEMILLAS DE JITOMATE.

TRATAMIENTO SEMILLAS SEMILLAS % DE
SEMBRADAS GERMINADAS GERMINACION
TSF 25 21 84
TF 25 16 ; 64
C4 25 23 92
Cd 25 23 92
VS1 25 21 84
VS7 25 21 84
VS9 25 21 84

La inoculacion de la bacteria en estudio estimulé la germinacion de las semillas, lo que
se tradujo en una germinacion mas temprana en los tratamientos inoculados, -la que se
observo a los 5 dias, en tanto que en los tratamientos sin inocular se registré hasta los 10
dias-; y en un mayor porcentaje de semillas germinadas (C4 y Cd).

Durante la germinacion el embrion produce giberelinas y citocinas que contrarrestan la
accion de inhibidores e inducen el proceso de germinacion (Bidwell, 1979). Este efecto
puede ser aumentado mediante la adicion de giberelinas (Rojas y Ramirez, 1993).
Respecto a Azospirillum numerosos autores reportan que esta bacteria produce in vitro
giberelinas (Bottini, 1989) y auxinas las que promueven la germinacion y el desarrolio
radicular (Okon y Kapulnik, 1986; Baldani y Dobereiner, 1980); lo que posiblemente se
relaciona con los resultados obtenidos.

Los resultados de la tabla 6 indican que la fertilizacion quimica no influyé en la altura de
la planta; respecto al efecto de la inoculacion este vari6 en el tiempo y con las diferentes
cepas. A los 24 dias solo la cepa Cd favorecié una mayor altura; a los 35 dias se observa
ligero efecto con las cepas Cd, VS7 y VS9 sin haber diferencias estadisticamente
significativas; lo que se atribuye a la gran variabilidad entre los individuos de cada
tratamiento (apéndice, analisis 1,2).
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En tanto que a los 60 dias se observa respuesta a la fertilizacion quimica y a la
inoculacion, y el mayor efecto corresponde a las cepas C4, Cd, VS1 y VS9; mientras que
a los 190 dias no se registro ningun efecto.

Tabla 6. EFECTO DE LA INOCULACION DE Azospirillum Y FERTILIZACION QUIMICA
SIMULTANEA SOBRE LA ALTURA (cm) DE PLANTAS DE JITOMATE EN DIFERENTES
ETAPAS DEL DESARROLLO.

TRATA 24 DIAS 35 DIAS 60 DIAS 190 DIAS

MIENTO
TSF ~ 738 B 1432 2900 B 123.32
TF 673 B 12.57 3270 AB 107.75
C4 69 B 14.70 3610 A 114.62
cd 8.31 A 15.50 3600 A 118.75
Vsi1 693 B 13.90 3690 A 109.75
Vs7 726 B 15.12 3400 AB 109.50
VS9 154 B 17.40 3630 A 120.50

* Los datos que comparten la misma letra son estadisticamente iguales («=0.05)

Bashan ef al., (1989 b) indican que a los 45 dias existe diferencia en la altura de las
plantas de jitomate inoculadas respecto a las no inoculadas, aunque no establece
estadisticamente diferencias significativas.

Los datos observados a los 60 dias en los tratamientos inoculados resultaron superiores
respecto al testigo fertilizado, los cuales coinciden con las observaciones de Bashan et
al., (1989b) y es probable que este efecto se deba a la produccion de fitoreguladores del
crecimiento (Bashan y Levanony, 1990; Hartman ef al,, 1983) lo que probablemente
influyo en el desarrollo vegetativo del jitomate.

Tabla 7. EFECTO DE LA INOCULACION DE Azospirillum Y FERTILIZACION QUIMICA
SIMULTANEA SOBRE LA LONGITUD Y PESO DE RAIZ DE JITOMATE EN
DIFERENTES ETAPAS DE DESARROLLO.

TRATAMIENTO LONGITUD (cm) PESO (2)
35 DiAS 190 DiAS 190 DiAS
TSF 3.45 21.75 14.27 B
TF 3.07 13.37 14.85 B
C4 2.81 17.75 27.17 A
cd 2.39 14.25 12.10 B
vsi 2.45 15.50 1825 AB
VS7 331 18.50 1790 AB
VS9 2.65 20.87 2000 AB

* Los datos que comparten la misma letra son cstadisticamente iguales (a=0.05)
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En este trabajo no se logro confirmar el efecto de la inoculacion sobre la longitud de las
raices reportada por diversos autores (Bashan et al., 1989; Okon y Kapulnik, 1986).

Respecto al peso de la raiz se observaron diferencias a los 190 dias, sobre todo con las
cepas C4 y Cd. Lo que indica un mayor volumen, favorecido por desarrollo de raices
secundarias y el aumento de pelos radicales, efectos causados por la inoculacion con
Azospirillum, lo que coincide con los datos de Bashan y Levanony (1990). La cepa Cd
no indujo respuesta, resultados que no corresponden a las observaciones de Bashan et al.,
(1989 b).

Tabla 8. EFECTO DE LA INOCULACION CON Azospirillum Y FERTILIZACION
QUIMICA SIMULTANEA SOBRE DIFERENTES PARAMETROS DE LA PLANTA DE
JITOMATE A LOS 190 DiAS DE DESARROLLO.

TRATAMIENTO DIAMETRO PESO FRESCO PESO SECO AREA FOLIAR
DEL TALLO ® (® (dm*/g)
(cm)

[~ TSF 062 AB 86.90 [& 41.57 2345 B
TF 070 AB 121.83 ABC 47.82 36.70 AB
C4 0.65 AB 14645 AB 47.92 4887 AB
Cd 0.52 B 10033 BC 41.75 29.05 B
Vs1 0.57 AB 10825 BC 4227 32.67 B
V87 060 AB 11203 BC 4222 34.60 B
VS9 075 A 17463 A 44.87 6432 A

* Los datos que comparten la misma letra son estadisticamente iguales (a=0,05)

Los valores del diametro del tallo son muy similares en los tratamientos testigo y en los
inoculados, no obstante sobresalen los tratamientos que corresponden a las cepas Cd con
efecto negativo y la VS9 con efecto positivo.

El peso fresco muestra diferencias estadisticamente significativas. El mejor tratamiento
corresponde a la cepa VS9, lo que se corrobord con los datos de area foliar y diametro
del tallo.

Bashan er al, (1986) indica que Azospirillum incrementa el diametro del tallo y el
nimero de hojas de las plantas de jitomate a los 45 dias sobre los testigo, sin embargo, no
establece diferencias estadisticamente significativas.

En este trabajo se comprobaron las observaciones de otros autores respecto a que la
inoculacion con Azospirillum promueve un aumento en diversos parametros del
crecimiento de las plantas de jitomate, con lo que se esperaria una mayor produccién, En
este sentido es conveniente sefialar que no existe reportes respecto al efecto de
Azospirillum sobre la etapa reproductiva y de produccion de este cultivo y que los
resultados aqui obtenidos sobre el estudio en estas etapas no concordaron con el
desarrollo registrado en los otros parametros de crecimiento.
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Teniéndose que entre los 60 y 65 dias de desarrollo, en los tratamientos inoculados se
observo la aparicion de protuberancias a lo largo de los tallos.

En relacion a las protuberancias, Massiaen (1979) indica que los sintomas de “epinastia”
y “esbozos de raices” corresponden a una hiperauxinia resultante de una reaccion de
defensa tardia del jitomate ante infecciones bacterianas. Kelman reporta efectos similares
causados por Pseudomonas solanaseum, infeccion que culmina con el marchitamiento de
la planta (Walker, 1973).

Considerando lo anterior, asi como la capacidad de Azospirillum para producir
fitorreguladores del crecimiento, es probable que el efecto adverso de Azospirillum
registrado durante la floracion y maduracion se deba a la produccion de este tipo de
sustancias, de las cuales no se puede indicar si son originadas por la planta como defensa
a la presencia de la bacteria, o bien fueron sintetizadas por las bacterias inoculadas.

Por otra parte durante la floracion en los tratamientos inoculados se observo la absicion
de racimos florales, lo que condujo a un nimero de éstos muy reducido como se observa
en la grafica 1.

GRAFICA 1. NOMERO DE RACIMOS FLORALES EN PLANTAS DE
JTOMATE A LOS 78 DiAS

No. RACIMOS FLORALES

TSF  TF cC4  Cd  VSI VST  vse
TRATAMIENTOS

Otros reportes que apoyan los razonamientos anteriores son los referentes a que las
giberelinas promueven la maduracion de flores y cuajado del fruto, sin embargo, cuando
se presentan en exceso, éstos fitorreguladores provocan la absicion de las flores ( Azcon-
Bieto y Talon, 1996). Castro y Malvolta (1976), reportan que las giberelinas y las
auxinas determinan una gran variabilidad del desarrollo entre los individuos (Rojas y
Ramirez, 1989), aspecto que también se registro en este estudio destacando la altura de la
parte aérea y longitud de las raices a los 24 y 35 dias (apéndice).
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Aun cuando en los tratamientos biofertilizados se manifestaron alteraciones fisiologicas a
partir de los 60 dias, en ninguno de los casos se registrd el marchitamiento de la planta,
en tanto que la floracion y rendimiento fueron mayores en el tratamiento fertilizado.

En virtud de que se registraron desordenes en el crecimiento de la planta que pudieron
ser causados por la inoculacion o efecto de luminosidad en el invernadero, al finalizar el
experimento se procedio a determinar la incidencia luminosa. En plantas se determind
clorofila y contenidos de nitrogeno y fosforo, y en el suelo contenido de nitrogeno y
fosforo total.

La incidencia luminosa se midié con un fotémetro LI-COR (LI-180), y se encontrd que
la incidencia luminosa en el invernadero fluctué de 1453.6 a 1017.8 lux contra 13.347
Klux al aire libre. Lo que indica una deficiencia luminosa en el invernadero del 90 %, lo
que muy posiblemente repercutio de manera directa sobre el desarrollo de las plantas de
jitomate.

Tabla 9. CONCENTRACION FINAL DE CLOROFILA (Chl en pg/ml) a, b Y TOTAL EN
PLANTAS DE JITOMATE.

TRATAMIENTO Chla Chlb Chl tot Chla/Chl b
TSF 0.3430 B 025100 BC 0.59500 BC 1.3665
TF 03330 B 0.25600 BC 0.59000 BC 1.3007
C4 0.4230 AB 0.29400 ABC 0.71600 ABC 1.4387
Cd 05120 A 031200 AB 0.82600 AB 1.6410
V§1 0.5520 A 0.37400 A 0.92500 A 1.4760
V87 0.3780 B 0.28400 ABC | 0.66200 BC 1.3309
VS9 0.3100 B 0.20100 C 0.50100 C 1.5423

* Los datos que comparten la misma letra son estadisticamente iguales (x=0.05)

Salisbury et al.,, (1995) menciona que la proporcion de clorofila a/b en la hoja de
jitomate es de 2.8 + 0.4. Cuando hay un efecto de sombra en las plantas éstas tienden a
acumular mayor cantidad de clorofila, en especial clorofila b.

Los resultados de este analisis muestran diferencias estadisticamente significativas, en
donde se observa una proporcion mayor de clorofila a respecto a la clorofila b, lo que
indica que no existe un efecto de sombra; no obstante, los datos obtenidos en la relacion
clorofila a/b indican que si existe cierta deficiencia de luminosidad ya que los valores
resultan estar por debajo de lo reportado por Salisbury et al., (1995).

En los contenidos de nitrogeno y fosforo no se encontro diferencias estadisticamente
significativas, como lo muestra la tabla 10.
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Tabla 10. EFECTO DE Azospirillum Y LA FERTILIZACION QUIMICA SIMULTANEA EN
LA ACUMULACION DE NITROGENO (N) Y FOSFORO (P) EN PLANTAS DE JITOMATE
A LOS 190 DIiAS DE DESARROLLO.

TRATAMIENTO ] N (%) P (%)
TSF 0.5727 0.039%

TF 0.8186 0.0536

C4 0.5150 0.0673

cd 0.6067 0.0651

VS1 0.8084 0.0706

\'C 0.4577 0.0071

VS9 0.8708 0.0678

Los resultados respecto al nitrogeno son sorprendentes ya que los tratamientos Cd, VS1
Y VS9 presentaron un aumento de dicho macroelemento respecto al testigo no fertilizado
(TSF), no obstante el tratamiento fertilizado no inoculado (TF) presentd una mejor
respuesta, unicamente superado por el tratamiento VS9. Aun cuando Azospirillum es una
bacteria fijadora de nitrogeno, se ha demostrado que no contribuye a la acumulacion de
este elemento en el cultivo del jitomate (Bashan ef al., 1986). Por otra parte se expreso
un aumento en al acumulacion de P por parte de los tratamientos inoculados y
fertilizados respecto a los testigos. Se ha probado que Azospirillum en presencia de otros
microorganismos como Bacillus polymyxa y Pseudomonas striata benefician la
solubilizacion y absorcion de P (Alagawadi y Gaur, 1992), aspecto que no se confirmo
en este trabajo.

Tabla 11. CONTENIDO FINAL DE NITROGENO (N) Y FOSFORO (P) EN EL SUELO.

TRATAMIENTO N (%) P (%)
TSF 0.017075 0.0093
TF 0.015275 0.0128
C4 0.015400 0.0121
Cd 0.017075 0.0402
VS1 0.023375 0.0121
VS§7 0.017650 0.0124
VS9 0.017500 0.0132

Respecto al contenido final de N y P en suelo (tabla 11); no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. Al tomar en cuenta que en un inicio el suelo contenia
0.018 % de nitrogeno y 0.003 % de fosforo, se puede establecer que para el caso de
nitrogeno, las plantas inoculadas presentaron una mejor eficiencia para absorber el
macroelemento, ya que la cantidad de N encontrado resulté ser casi igual que el inicial.
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En cuanto al fosforo se observa que solo en el testigo sin fertilizar se registrd una
cantidad menor al contenido inicial, en tanto que en los otros tratamientos los valores
registrados fueron mayores, lo que corresponde al fosforo adicionado residual, ya que el
superfosfato dispone o libera paulatinamente al fosforo.

Sin embargo, este analisis no resulta ser determinante ya que se requieren de anélisis mas
finos para conocer el verdadero efecto de absorcion de nutrimentos por parte de la planta
segun el grado de fertilidad del suelo.

No se logro tener registro del rendimiento en fruto, debido a que el problema de
mosquita blanca se agravé, y las plantas no pudieron ser mantenidas mas alla de los 190
dias. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que en un mayor niimero de dias las
plantas fructificaran.

Simultineamente a este trabajo, se llevd a cabo un estudio sobre el efecto de la
inoculacion con Azospirillum (cepas: C4, Cd, VS1, VS7 y VS9) sobre el desarrollo de
jitomate en hidroponia bajo condiciones de invernadero. En la tabla 12 se comparan
algunos parametros en diferentes etapas del desarrollo de las plantas de jitomate
evaluados en los dos estudios.

Tabla 12. COMPARACION DEL EFECTO DE Azospirillum Y FERTILIZACION QUIMICA
SIMULTANEA SOBRE EL DESARROLLO DE JITOMATE CULTIVADO EN SUELO E
HIDROPONIA.

PARAMETROS . TSF TF C4 Cd VSi1 VS§7 VS9
Altura de planta S| 1432 | 1257 | 1470 | 1550 | 13.90 | 1512 | 17.40
35 dias (cm) H 640 | 1280 | 1030 | 1610 | 1050 | 1630
Altura de planta S | 2900 | 3270 | 36.10 | 3600 | 3690 | 34.00 | 36.30
60 dias (cm) H 910 | 2417 | 2848 | 3480 | 3183 | 27.00
Altura de planta S | 12332 | 107.75 | 11462 | 118.75 | 109.75 | 109.50 | 120.50
190 dias (cm) H 104.00 | 119.00 | 108.00 | 102.00 | 114.00 | 104.00
Diametode tallo | S | 0.62 0.70 0.65 0.52 0.57 0.60 0.75
190 dias (mm) H 0.50 0.77 0.77 0.92 0.84 0.87
Longitudderaiz | S | 21.75 | 1337 | 17.75 | 1425 | 1550 | 18.50 | 20.87
190 dias (cm) H 3988 | 6044 | 5125 | 5566 | 5496 | s4.13
Peso frescodeplanta | S | 86.90 | 121.83 | 14645 | 100.33 | 108.25 | 112.03 | 174.63
190 dias (g) H 164.43 | 18346 | 17933 | 17541 | 189.96 | 187.05
Pesosecodeplanta | S | 41.57 | 47.82 | 4792 | 4175 | 4227 | 4222 | 4487
190 dias (g) H 2114 | 2678 | 2613 | 2495 | 2993 | 2881
Area foliar S| 2345 | 36.70 | 4887 | 29.05 | 3267 | 34.60 | 64.32

190 dias (dm”g) | H 69.77 | 77272 | 7599 | 7457 | 8085 | 84.50

» S=tratamicnto en suclo, H=tratamiento en hidropénia (Urzia, 1997).
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Los datos nos indican que la altura a los 35, 60 y 190 dias, asi como al rendimiento en el
peso seco en suelo sin esterilizar resultaron ser mas favorables para el desarrollo de las
plantas, aunque en condiciones hidroponicas la cepa VS1 a los 35 dias y las capas C4 y
V87 alos 190 dias resultaron tener mejor efecto.

Las condiciones en hidroponia mejoran parametros como diametro del tallo, longitud de
la raiz, peso fresco de la parte aérea y area foliar a los 190 dias.

Cuando se compararon los datos de los testigos* para ambos casos resultd que la longitud
de la raiz, el peso fresco y el area foliar a los 190 dias fueron favorecidas en condiciones
hidroponicas, mientras que en suelo las condiciones para el desarrollo de la parte aérea
resultaron mejores. Lo anterior se puede deber a que en el suelo no estéril intervienen
factores que anhiben el desarrollo de Azospirillum como la presencia de otros
microorganismos.

A continuacion se enlistan las cepas que presentaron los mejores efectos para ambos
estudios sobre las plantas de jitomate. Donde se muestra un mejor comportamiento por
parte de la cepa VS9 para ambos casos.

PARAMETROS ESTUDIO CEPA
Altura de planta SUELO Vs9
35 dias (cm) HIDROPONIA VS9
Altura de planta SUELO VS1
60 dias (cm) HIDROPONIA VS1
Altura de planta SUELO TSF
190 dias (cm) HIDROPONIA C4
Didmetro de tallo SUELO VS9
190 dias (mm) HIDROPONIA VS1
Longitud de raiz SUELO TSF
190 dias (cm) HIDROPONIA C4
Peso fresco de planta SUELO VSs9
190 dias (g) HIDROPONIA V§7
Peso seco de planta SUELO C4
190 dias (g) HIDROPONIA V89
Area foliar SUELO VSs9
190 dias (dm’fg) HIDROPONIA V§9

* En suelo, TSF=testigo sin fertilizar no inoculado y TF=testigo fertilizado no inoculado.
En hidroponia, TF=testigo con solucién nutritiva no inoculado.
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CONCLUSIONES

. Las cepas heterélogas probadas de Azospirillum dieron lugar a asociaciones eficientes
con jitomate.

. La cepa VS9 resulto tener mejor efecto sobre el desarrollo del jitomate.

. Las cepas probadas tienen efectos variables sobre la altura de la parte aérea a los 24
y 35 dias de desarrollo.

. Se comprobo que durante el desarrollo vegetativo del jitomate a la inoculacion con
Azospirillum y fertilizacion quimica simultanea aumento el peso de la raiz, el diametro
del tallo, peso fresco de la parte aérea y area foliar.

. El efecto de Azospirillum sobre el desarrollo vegetativo de las plantas de jitomate
disminuye en presencia de suelo.

. La fertilizacion quimica no favorece la altura de la parte aérea de jitomate respecto a
la inoculacion de Azospirillum y fertilizacion quimica simultanea.

. La presencia de suelo favorece el desarrollo de las plantas, en tanto que, bloquea la
manifestacion del efecto de las cepas inoculadas.
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SUGERENCIAS

Se deben realizar mas estudios sobre el tema, como:

e Probar diferentes concentraciones de inoculo ( Azospirillum ) en jitomate, indicando
para cada concentracion la cantidad de células viables adheridas por semilla.

o Realizar transplante a partir de almacigo, empleando para éste diferentes sustratos.

e Probar diferentes dosis de fertilizante con nitrogeno y fosforo al inocular con
Azospirillum.

e Realizar pruebas para conocer la capacidad de Azospirillum para solubilizar fosforo.

e Realizar analisis cualitativos y cuantitativos de fitoreguladores del crecimiento
presentes en plantas de jitomate, inoculadas con Azospirillum.
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ANEXO 1

Cailculo del fertilizante.

100 x 100 x 0.2* x 1.22** = 2440 Ton/ha = 2440,000 Kg/ha

SULFATO DE AMONIO, SO, (NH,), ; désis 180 Kg/ha (21 % N).

2,440,000 Kg /ha.................cc................ 180 Kg/ ha

8Kg/maceta...............ccooeoeveeereieeennnnn. 0.00059 Kg / ha
0.59 g / maceta

100,000 g sulfato de amonio.................. 21,000 g N

0.59 g / maceta = cereeeeneneen.0.124 g N / maceta

SUPERFOSFATO TRIPLE, 10CaH,(PO,), - H,O + 2FH; dosis 250 Kg/ha (43 % P)

2,440,000 Kg/ha.......ccoooniiiiie 250Kg/ ha

8Kg/maceta ... ... 0.00082 Kg / ha
0.82 g / maceta

100,000 g superfosfato triple.................. 43,000g P

0.82 g / maceta Y e 0.35 g P/ maceta

SULFATO DE POTASA, K,SO,; dosis 250 Kg/ ha (48 % K).

2,440000Kg/ha............ccooeevveeriene 250 Kg/ ha

8Kg/maceta.........c..ocoeverivievniiniinnn, 0.00082 Kg/ ha
0.82 g / maceta

100,000 g sulfato de potasa .................. 48,000 g K

0.82 g / maceta pa ceeereneeneen..0.39 g K / maceta

* profundidad a la que se tomé la muestra
** densidad aparente del suclo
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ANEXO 2

Medios de cultivo.

Medio Nfb semisolido.

Recomendado por Tarrand ef al., (1978) para el aislamiento y caracterizacion primaria de
Azospirillum sp., el cual se manifiesta con el desarrollo de una pelicula blanca en la
superficie del medio con vire de color azul del indicador .

Acido succinico.............................5.000 g
NaCli.anuanmmsmissmass0:100 2
K HPO i 00§

MgSO, - TH,0. ... 0.200 g
BN csisin imussussn i 0.020¢g
BISO BLO cvssissisissosiviisyisas 0235g

553 5 MNP R, . ;.. . "
NaMOO, - HLO:.ociisivsisisi i 0002 B

8 o Ry 0.008 g
Y21 L0 Y ¢ Ko YN 0024 g
Azul de bromotimol al 5% en solucion acuosa
H,O destilada..............cccccceeirnnnn. 2,000 ml

Medio Nfb liquido (liq).

Se presenta la misma composicion del semisolido, pero sin agar, ni indicador, ademas de
contener 1 g/l de cloruro de amonio (NH,Cl). Se adiciona el cloruro de amonio debido a
que Azospirillum fija nitrégeno en condiciones microaerofilicas, pero es incapaz de
crecer anaerObicamente en ausencia de este elemento.

Medio de Gelosa Nutritiva (Merck, 1982).

Peptonadecarne..............cccocoooveene 050g
Extracto de came..............................0.30 g
Agar-Agar.............cocovveieeiiiiinennn. 1.50 8
H,O destilada...................cc......... 100 ml
1] 5 A O O O 7
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ANEXO 3

Método de la acetona para determinacion de Clorofila (Chl).

FUNDAMENTO:

La extraccion total de los pigmentos a partir de tejidos intactos puede ser dificil. Los
solventes mas empleados son la acetona y el metanol. El tejido debe cortarse en pedazos
pequefios para conseguir una penetracion efectiva del solvente, la cual debe ayudarse
mediante la maceracion del tejido.

MATERIAL Y METODO:

Pesar 0.5 g de tejido vegetal (hoja), colocar en un tubo de ensaye (16x150), macerar con
10 ml de acetona al 80 % (v/v) con un homogenizador de vidrio. Para evitar la pérdida de
pigmentos por la descomposicion a la luz, los tubos se cubren con papel aluminio,
ademas la técnica se lleva en condiciones de obscuridad. Posteriormente se mide la
absorbancia a 645 y 663 nm en un espectofotometro Spectronic 20 D empleando celdas
de 10 mm.

La concentracion de clorofila (Chl en pg/ml ) se calcula con las siguientes ecuaciones:
Chla = 12.7 Ay, - 2.69 Agis

Chlb =22.9 A, - 4.68 A,
Chitotal = 20.2 Ag,, + 8.02A,

ANEXO 4
Ecuacion de Hughes, Cockshull y Heath para determinar area foliar.
La formula se recomienda para trabajos en condiciones controladas.
L, =0.496 L, +0.223

donde; L, = Area foliar, (dm?%/g)
Lo = Contenido absoluto de agua en las hojas (g)



ANEXO 5

Método del Micro-Kjeldahl para determinar N total en tejido vegetal. BIBLIOTECA
INSTITUTO DE ECOLOGIA

FUNDAMENTO: UNAM

La reaccion de Berthelot de amonio con fenol e hipoclorito de sodio en un medio alcalino

es usado para determinar nitrogeno en tejido animal.

El nitroprusiato de sodio se usa como catalizador para desarrollar color. La reaccién con

EDTA elimina la interferencia de los iones metalicos. Es importante controlar el pH de la

mezcla, es recomendable neutralizarla alrededor del 90 %.

REACTIVOS:

Solucion A- 4.8 g NaOH/100ml. agua destilada.

*Solucion B - 5 g fenol + 25 mg nitroprusiato de sodio/500ml. agua destilada.

*Solucién C - 2.5 g NaOH + 1.87 g Na,HPO, anhidrido + 15.9 g NaPO,-12H,0 + 5ml.

de Clorox/500ml agua destilada.

Solucién EDTA - 1 g EDTA/100 ml. agua destilada, ajustar a pH 10 con NaOH conc.
izador - 2g CuSO,-5H,0 + 30 g K,SO,.

Solucién estandar de N- 0.472 g (NH,),S0,/1000ml.agua destilada, diluir 10 ml. de

ésta solucion en 1000 ml. agua destilada (1pg N/ml).

METODO:

Pesar 15 mg de papel filtro + 50 mg de muestra + 1 g de catalizador + 1 ml de H,SO,
conc., dirigir a un matraz Kjeldahl (30 ml), el digerido se diluye a 250 ml.
Posteriormente se toman 5 ml + 1 ml EDTA + 5 ml solucién A + 10 ml solucién B + 10
ml solucion C, aforando a 100 ml. Después de 1 hora se mide la absorbancia a 625 nm en
un espectofotometro Spectronic 20 D empleando celdas de 10 mm.

*Guardar en frascos Ambar y en refrigeracion.

ANEXO 6
Método del Vanadato-Molibdato para determinar P en tejido vegetal.

FUNDAMENTO:

La oxidacion de la materia organica de los tejidos vegetales y la liberacion de los
elementos minerales, tales como Ca, Mg y P, se efectiian mediante la oxidacion himeda,
mediante acidos oxidantes como la mezcla temaria de HNO,-H,SO,-HCIO,. Se utiliza
HC! como disolvente, el Ca pasa a forma soluble, cloruro, y el HCI se utiliza, ademas
con concentracion suficiente para impedir que la silice se rehidrate. No se conoce
exactamente la naturaleza del compuesto cromogeno amarillo del sistema
vanadomolibdofosforico pero el color se atribuye a la sustitucion de los atomos de O del
radical PO,> por radicales oxivanadio y oximolibdeno, para dar un heteropolicompuesto
que es cromogeno.
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REACTIVOS:

Dilucion ternaria de los tres acidos - 100ml HNO,; conc. + 10 ml H,SO, conc. + 40ml
HCIO, 60 % (proporcion en volumen 10:1:4).

Disolucion A - 25 g melibdato amonico/400ml agua destilada.

Disolucién B - 1.25 g metavanadato amonico/300ml agua destilada hirviendo. Una vez
fria se afiade 250 ml HNO, conc.

Disolucion vanadatomolibdato - Se mezclan las dos disoluciones y se aforan a 1000ml.

METODO:

Para muestras pequefias se realiza una predigestion.

Colocar 0.2 g de tejido vegetal desecado y pulverizado + 1 ml HNO; conc. en un matraz
Erlenmeyer (250ml). Calentar en bafio maria por 30min., después en una parilla de
calentamiento a 180 °C durante 45min, hasta casi sequedad. Posteriomente, se afiade 1 ml
de la disolucion ternaria, digerir a 180 °C, en algunos casos es necesaria la adicion de 1
ml mas de disolucion ternaria, ya que las muestras casi secas presentan un color pardo, y
seguir la digestion. La digestion final es clara, blanca y ligeramente humedecida.
Después, adicionar al digerido 5 ml HCI conc. , mezclar y vertir a tubos de ensaye
(22x175 con 50 ml de capacidad) enjuagar el matraz con HCI 6 N. Los tubos se llenan
hasta su volumen total con HC] 6 N. Una vez precipitada las sales se toman alicuotas de
5-35ml a un matraz aforado (50ml) + 10ml de disolucion vanadatomolibdato. Una vez
transcurridos 10 min. se lee la absorbancia a 460 nm en un espectofotometro Spectronic
20 D empleando celdas de 10 mm.

ANEXO 7
Método de Kjeldahl para determinar N total en suelo.

FUNDAMENTO:

Se realiza una digestion por calentamiento de la muestra con acido sulfirico conteniendo
sustancias que aceleran y facilitan la oxidacién de la materia organica a amonio, como
sulfato de potasio o de sodio y sulfato de cobre. El amonio de la muestra digerida, es
determinado por la titulacion del amonio liberado durante la destilacion.

REACTIVOS:

Mezcla digestora - 10 g K,SO, + 0.2 g CuSO,-5H,0

Solucion _indicadora (verde de bromocresol y rojo de metilo) - 0.1 g verde de
bromocresol + 2 ml NaOH 0.1 N + etanol 95 % / 100 ml etanol 95 % - 0.1 g rojo de
metilo + pequefia cantidad de etanol + NaOH 0.1 N / 100 ml etanol 95 % . Mezclar 75
ml de la solucion verde de bromocresol + 25 ml de la solucion rojo de metilo / 200 ml
etanol.
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METODO:

Pesar 2.5 g suelo + 11 g mezcla digestora + 20 ml H,SO, conc., digerir en un matraz
Kjeldahl (100ml) hasta obtener color paja. Posteriormente vertir el digerido en un matraz
bola (1000ml) + 300 ml agua destilada + 125 ml NaOH 40 % + granallas de zinc +
parafina, para ser destilado. Este se recoge en un matraz Erlenmeyer (250ml) con 25 ml
acido bérico 4 % + 4 gotas de solucion indicadora. La solucién se titula con H,SO,
0.01N.

Calculos: % NT=(T-B)-N-14/8 donde; NT = nitrogeno total
T = ml H,S0, valorado (muestra).
B = ml H,S0, valorado (testigo).
N = normalidad del H,SO,.
S = peso de muestra (g).

ANEXO 8
Método de Olsen et al, para determinar P aprovechable en suelo.

FUNDAMENTO: :
La solucion extractora esta formada por NaHCO, 0.5 M de pH 8.5. Bajo estas
condiciones, la solubilidad del fosfato de calcio existente en los suelos calcareos,
alcalinos o neutros aumenta debido a la precipitaciéon de Ca ** como CaCO. En suelos
acidos que contengan fosfatos ligados al Al y Fe, la precipitacion de P en la solucion
incrementa conforme sube el pH. Reacciones de precipitacion secundaria se reducen al
minimo debido a que la concentracion de Al, Ca y Fe, se mantiene a un bajo nivel en esta
solucion extractora.

REACTIVOS:

Solucién extractora - 42 g bicarbonato de sodio/1000ml agua destilada, ajustar pH 8.5
con NaOH 1M.

Solucion combinada - Mezclar 12 g molibdato de amonio (NH,);Mo,0,, -4H,0 / 250ml
agua destilada + 0.2908 g tartrato doble de potasio y antimonio K(SbO)CH,0,-0.5H,0 /
1000ml H,SO, 5 N y aforar a 2000 ml agua destilada.

Solucién 1l lor - 0.739 g acido ascorbico / 140 ml solucion combinada.
Solucién estandar - 0.4394 g fosfato de potasio monobasico KH,PO,, previamente secado

a 100 °C / 40 ml solucion extractora, aforar a 100 ml con solucion extractora.

METODO:

Pesar 2.5 g de suelo + 50 ml solucion extractora. Aforar a 25 ml, 5 ml solucion
extractora + 5 ml de solucion para desarrollo de color + 15 ml agua destilada, agitar y
dejar reposar 15 minutos. Medir la transmitancia a 880 nm en un espectofotometro
Speetronic 20 D empleando celdas de 10 mm.
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ANALISIS ESTADISTICO.

APENDICE

ANALISIS 1. Variable dependiente: ALTURA DE LA PLANTA (24 DiAS).

TSF TF C4 Cd V51 VS§7 VS9
8.00 7.00 8.50 9.50 8.00 7.50 6.00
7.00 7.50 6.50 6.00 7.50 6.00 6.50
6.50 10.50 10.00 8.00 6.00 4.50 7.00
8.00 2.00 6.00 11.00 7.00 2.00 4.00
3.00 6.00 7.00 9.50 2.00 10.50 8.00
14.00 6.00 7.50 7.00 6.00 8.00 8.00
10.50 6.00 7.00 8.00 5.00 8.00 8.00
9.00 7.00 10.00 8.50 6.00 10.00 7.00
8.00 8.00 8.00 10.00 5.50 9.00 7.50
10.50 8.50 8.50 11.50 9.50 8.00 6.00
9.00 7.50 7.50 9.00 4.00 8.00 8.00
1.50 7.50 9.50 10.50 7.00 4.00 8.50
7.00 2.00 8.00 9.00 8.50 7.50 7.50
5.50 8.00 8.00 7.00 7.00 8.00 8.00
8.50 8.00 7.50 8.00 7.00 5.00 6.50
7.00 7.00 7.00 5.00 6.50 7.00 9.00
4.50 6.00 8.00 8.50 11.00 10.00 9.50
8.50 5.50 8.00 6.50 2.00 7.50
8.50 7.50 10.00 6.50 9.50 9.50
9.00 8.00 7.00 8.50 8.00 8.00
5.50 8.50 7.500 10.50 10.00 8.00
8.00 9.00
8.50 10.50
Anélisis de Varianza
GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR DE Pr>F
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
MODELO 28 144938109 517767519 149 00733
ERROR 118 409.892231 3.47366322
TOTAL 146 554.850340
Rango de Tukey
GRUPOS DE TUKEY MEDIAS N TRATAMIENTO
e e B
A 7.860 21 TSF
A 7.540 21 Vs9
B 7.260 21 VS§7
A 6.930 21 VS1
A 6.900 23 C4
A 6.730 17 TF

a = 0.05; grados de libertad = 54; MSE = 0.03035; Diferencia Minima Significativa = 0.2386
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ANALISIS 2. Variable dependiente: ALTURA DE LA PLANTA (35 DiAS).

TSF TF C4 Cd VS1 VS7 VS9
15.00 14.50 13.00 13.00 17.00 17.00 17.00
13.50 7.50 19.50 19.50 14.00 20.50 16.50
5.00 14.00 14.50 21.50 10.50 17.00 14.00
23.00 17.50 15.00 13.00 13.50 16.50 18.50
18.50 6.00 13.50 16.00 14.50 14.00 17.00
16.00 14.00 13.00 6.00 10.00 11.50 20.00
15.00 14.50 16.00 20.50 15.50 5.50 19.50
11.50 14.50 18.00 14.00 19.00 19.00
14.50 14.50 10.50 13.00 15.50
14.00 12.50 14.00 17.00 17.00
11.50 16.00 15.50
15.00 16.50
15.00 17.00
16.00
Analisis de Varianza
GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR DE Pr>F
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
MODELO ~ 19 212972321  11.2090709  0.83  0.0599
ERROR 53 713.034528 13.4534822
TOTAL 72 926.006849
Rango de Tukey
GRUPOS DE TUKEY MEDIAS N TRATAMIENTO
e .
A 15.500 14 Cd
A 15.120 8 VS§7
A 14.700 13 C4
A 14.320 11 TSF
A 13.900 10 VS1
A 12.570 7 TF

o = 0.05; grados de libertad = 118; MSE = 3.473663 Diferencia Minima Significativa = 4.,2926
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ANALISIS 3. Variable dependiente: ALTURA DE LA PLANTA (60 DiAS).

TSF TF Ca Cd VS1 Vs7 Vs9
32.00 35.00 35.00 35.00 35.00 37.00 34.00
28.00 34.00 37.00 41.00 45.00 30.00 37.00
32.00 33.00 35.00 43.00 37.00 30.00 40.00
23.00 35.00 40.00 33.00 43.00 30.00 40.00
26.00 26.00 33.00 31.00 33.00 37.00 30.00
25.00 37.00 38,00 34.00 3500 | 35.00 35.00
35.00 25.00 38.00 30.00 36.00 35.00 32.00
33.00 35.00 30.00 36.00 35.00 41.00 37.00
28.00 30.00 33.00 37.00 30.00 28.00 40.00
28.00 37.00 42.00 40.00 40.00 37.00 38.00

Andlisis de Varianza
GRADOS DE SUMA DE MEDIADE _ VALORDE  Pr>F
LIBERTAD  CUADRADOS  CUADRADOS F

MODELO 15 ~ T 71028578 47352300  3.17 _ 0.0009

ERROR 54 806.857100 14.941700

TOTAL 69 1517.14280

Rango de Tukey

GRUPOSDE TUKEY _ MEDIAS N _ TRATAMIENTO
S B e — g e T

A 36.300 10 VS9

A 36.100 10 C4

A 36.000 10 cd

BA 34.000 10 VS7

BA 32.700 10 TF

BA 29.000 10 TSF

o = 0.05; grados de libertad = 54; MSE = 14.9418; Diferencia Minima Significativa = 4.331
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ANALISIS 4. Variable dependiente: ALTURA DE LA PLANTA (190 DiAS).

TSF TF Ca Cd VS1 Vs7 VS9
127.30 90.00 118.50 114.00 91.00 90.00 132.00
98.00 122.00 107.00 128.00 112.00 112.00 130.00
128.00 103.00 132.00 117.00 107.00 107.00 103.00
140.00 116.00 101.00 116.00 129.00 129.00 117.00

AnélisiS de Varianza
GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR DE Pr>F
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
MODELO 9 142578071  158.42008  0.76 06551
ERROR 18 3764.39357 209.13298
TOTAL 27 5190.17429
Rango de Tukey
“GRUPOSDETUKEY  MEDIAS N TRATAMIENTO _

A 123.33 4 TSF
A 120.50 4 VS9
A 118.75 4 Cd
A 114.63 4 C4
A 109.75 4 VS§1
A 109.50 4 VvS§7
A 107.75 4 TF

o = 0.05; grados de libertad = 18; MSE = 209.133; Diferencia Minima Significativa = 33.79
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ANALISIS 5. Variable dependiente: LONGITUD DE LA RAIZ (35 DiAS).

TSF TF C4 Cd VSl1 VS§7 VS9
3.50 4.50 4.00 2.00 2.50 6.00 2.00
3.00 1.50 3.00 4.00 2.00 3.50 2.00
1.50 3.00 2.00 3.00 3.00 2.50 4.00
5.00 5.00 2.50 2.00 3.00 2.50 4.00
4.00 2.00 4.00 2.00 2.00 4.50 3.00
4.00 3.00 3.00 1.00 1.50 2.50 2.00
4.00 2.50 2.00 2.00 2.00 1.50 3.00
3.00 3.00 2.00 2.50 3.50 2.00
3.00 3.50 2.00 2.50 2.00
3.50 2.50 3.00 3.50 2.50
3.50 3.00 2.50
2.00 2.50
2.00 3.00
2.50
GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR Pr>F
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS DE F
"MODELO 19 224268286  1.1803500 141  0.1646
ERROR 53 445115271 0.839840
TOTAL 72 66.933350
Rango de Tukey
GRUPOS DE TUKEY MEDIAS N _ TRATAMIENTO
AT 36.900 10 B V(3 '
A 36.300 10 Vs9
A 36.100 13 C4
A 36.000 14 Cd
BA 34.000 8 VS§7
BA 32.700 7 TF
B 29.000 11 TSF

a = 0.05; grados de libertad = 54; MSE = 13.4534; Diferencia Minima Significativa = 4.334
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ANALISIS 6. Variable dependiente: LONGITUD DE LA RAiZ (190 DiAS).

TSF TF C4 Cd VSl VS§7 Vs9
18.00 15.50 15.50 12.50 18.00 23.50 23.00
17.00 17.50 22.00 14.00 15.00 17.00 22.50
31.00 2.00 12.50 13.50 13.00 18.50 15.50
21.00 18.50 21.00 17.00 16.00 15.00 22.50
Andlisis de Varianza
GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR DE Pr>F
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
'MODELO 9 77299946429 33327381 149 02373
ERROR 18 411.910714 22.883929
TOTAL 27 711.857143
Rango de Tukey
GRUPOSDE TUKEY __MEDIAS N TRATAMIENTO _
' A 21.750 4 TSF
A 20.875 4 VvS9
A 18.500 4 VS§7
A 17.750 4 c4
A 15.500 4 VS1
A 14.250 4 Cd
A 13.375 4 TF

o = 0.05; grados de libertad = 18; MSE = 22.8839; Diferencia Minima Significativa = 11.177.
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ANALISIS 7. Variable dependiente: PESO DE RAIZ (190 DIAS).

TSF TF C4 Cd VS1 VS7 VS9
17.10 13.20 30.00 4.00 20.80 19.00 24.90
15.20 13.00 30.30 13.80 14.50 20.90 23.30
15.90 24.00 23.70 12.90 15.70 20.20 15.00
8.90 9.20 24.70 17.70 22.00 11.50 16080

Andlisis de Varianza
GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALORDE Pr>F
LIBERTAD CUADRADOS  CUADRADOS F

MODELO 9 623.185000  69.242778 290 70.0260

ERROR 18 429.393571 23.855198

TOTAL 27 1052.578571

de Tuke
_GRUPOSDETUKEY =~ MEDIAS N = TRATAMIENTO _

A 27.175 3 C4

BA 20.000 4 V89

BA 18.250 4 VS1

BA 17.900 4 Vs7
B 14.850 4 TF
B 14.275 4 TSF
B 12.100 4 cd

o = 0.05; grados de libertad = 18; MSE = 23.8552; Diferencia Minima Significativa = 11.412.

56




ANALISIS 8. Variable dependiente: PESO FRESCO DE LA PLANTA

(190 DiAS)

TSF TF C4 Cd VSi1 VS7 VS9
97.40 132.00 146.95 56.00 99.20 108.70 166.20
63.00 107.20 155.85 113.75 70.45 141.20 147.10
91.00 157.25 153.20 115.50 147.70 79.70 181.20
96.20 90.90 129.90 116.10 115.70 118.50 204.00

Anilisis de Varianza
GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALORDE Pr>F
LIBERTAD CUADRADOS - CUADRADOS F
'MODELO 9 22953978 25504421 395 00063
ERROR 18 11618.8957 645.4942
TOTAL 27 34572.8743
Rango de Tukey
“GRUPOSDETUKEY __ MEDIAS N TRATAMIENTO _
o AT 174.63 4 VS9
B A 146.45 4 C4
BAC 121.83 4 TF
B C 112.03 4 vs7
B C 108.25 4 VSl
B C 100.33 4 Cd
C 086.90 4 TSF

a = 0.05; grados de libertad = 18; MSE = 645.494; Diferencia Minima Significativa = 59.364
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ANALISIS 9. Variable dependiente: PESO SECO DE LA PLANTA (190 DiAS).

TSF TF C4 Cd VSi1 VS§7 VS§9
40.80 47.30 52.35 37.35 38.05 43.80 42.50
38.60 47.50 4410 41.45 44.25 4280 42.80
39.25 51.20 48.60 42.60 4435 36.50 49.50
47.70 4535 46.70 45.70 42.60 45.80 44.70

Andlisis de Varianza
GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALORDE' Pr>F
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F )
"MODELO 9 220542143 24504683 201 00992
ERROR 18 219.482143 12.193452
TOTAL 27 440.024286
Rango de Tukey
TGRUPOSDETUKEY __MEDIAS N TRATAMIENTO _
A 47.925 4 C4
A 47.825 4 TF
A 44.875 4 VS§9
A 42275 4 VSl
A 42.225 4 VS§7
A 41.750 4 Cd
A 41.575 4 TSF

o = 0.05; grados de libertad = 18; MSE = 12.1934; Diferencia Minima Significativa = 8.1591.
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ESTA TESIS NO DEBE
ALR DE LA BIBLIOTECA

ANALISIS 10. Variable dependiente: DIAMETRO DEL TALLO (190 DiAS).

TSF TF C4 Cd VS§1 VS§7 VvSs9
0.70 0.70 0.70 0.40 0.60 0.60 0.70
0.60 0.70 0.70 0.60 0.50 0.50 0.80
0.70 0.80 0.60 0.50 0.60 0.70 0.70
0.50 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.80
Anilisis de Varianza
GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR DE Pr>F
LIBERTAD CUADRADOS ~° CUADRADOS F
'MODELO 9 TTTT0.14535714 001615079 251 0.0460
ERROR 18 0.11571429 0.00642857
TOTAL 27 0.26107143
de Tuk
A 0.75000 4 VS§9
A 0.70000 4 TF
BA 0.65000 4 C4
BA 0.62500 4 TSF
BA 0.60000 4 V§7
BA 0.57500 4 VSi1
B 0.52500 4 Cd

a = 0.05; grados de libertad = 18; MSE = 0.00642; Diferencia Minima Significativa = 0.1873
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ANALISIS 11. Variable dependicnte: AREA FOLIAR (190 DiAS).

TSF TF C4 Cd VS1 V§7 VS9
28.07 42.01 46.92 9.29 30.33 32.19 61.35
12.10 29.61 55.42 35.86 12.99 48.80 51.73
29.63 52.60 51.88 36.15 51.26 2142 65.32
24.05 22.59 41.26 34.91 36.25 36.05 79.01

Anilisis de Varianza

GRADOSDE _ SUMA DE MEDIADE  VALORDE  Pr>F
LIBERTAD ~ CUADRADOS  CUADRADOS F
'MODELO e 4917.83679 54642631 389 00069
ERROR 18 2530.23571 140.56865
TOTAL 27 7448.07250
Rango de Tukey
GRUPOSDE TUKEY __ MEDIAS N TRATAMIENTO
SR e Ty e TRATAMENTO
BA 48,875 4 c4
BA 36.700 4 TF
B 34.600 4 V§7
B 32675 4 Vsl
B 29.050 4 cd
B 23.450 4 TSF

o« = 0.05; grados de libertad = 18, MSE =140.568; Diferencia Minima Significativa = 27.703.



ANALISIS 12. Variable dependiente: NITROGENO ACUMULADO EN PLANTA (190 DiAS).

TSF TF Cc4 Cd VS1 VS§7 VS9
0.1130 09318 0.5465 0.11092 0.4725 0.4791 0.9299
0.7222 0.9310 - 0.5935 0.6976 0.7075 0.4023 0.7053
0.5691 0.2457 0.2570 0.7190 0.4785 0.7117 0.9850
0.8872 1.1673 0.6631 0.9002 1.5770 02377 0.8627

Andlisis de Varianza
GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR DE Pr>F
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
'MODELO 9 127317400 0.1414630 157  0.1983
ERROR 18 1.62175500 0.090097
TOTAL 27 2.89492900
Rango de Tukey
_GRUPOSDETUKEY = MEDIAS =~~~ N = TRATAMIENTO

A 0.8708 4 Vs9

A 0.8186 4 TF

A 0.8084 4 VS1

A 0.6067 4 Cd

A 0.5727 4 TSF

A 0.5150 4 C4

A 0.4577 4 VS§7

o = 0.05; grados de libertad = 18; MSE = 0.09009; Diferencia Minima Significativa = 0.7013.
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ANALISIS 13. Variable dependiente: FOSFORO ACUMULADO EN PLANTA

(190 DIAS).

TSF TF C4 Cd VS1 VS7 VS9
0.0249 0.0102 0.1052 0.0460 0.0765 0.0880 0.0655
0.0716 0.0584 0.0610 0.0446 0.0134 0.0460 0.0726
0.0179 0.0116 0.0673 0.0129 0.0935 0.0279 0.0918
0.0439 0.0417 0.0357 0.1570 0.0990 0.1064 0.0041

Andlisis de Varianza
GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALORDE Pr>F .
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
MODELO 9 0.00733000  0.0008144 056  0.8090
ERROR 18 0.02601100 0.0014450
TOTAL 27 0.03334100
Rango de Tukey
GRUPOSDETUKEY _ MEDIAS =~~~ N = TRATAMIENTO
TR ' 0.07059 4 VSl
A 0.06780 4 VS9
A 0.06733 4 c4
A 0.00713 4 VvS§7
TA 0.06515 4 Cd1
A 0.05359 4 TF
A 0.03960 4 TSF

o = 0.05; grados de libertad = 18; MSE = 0.00144; Diferencia Minima Significativa = 0.088
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ANALISIS 14. Variable dependiente: NITROGENO TOTAL EN SUELO

(190 DIAS).

TSF TF Ca4 Cd VSl vS7 VS9
0.0173 0.0154 0.0112 0.0179 0.0174 0.0176 0.0185
0.0213 0.0177 0.0157 0.0168 0.0246 0.0184 0.0185
0.0151 0.0137 0.0168 0.0157 0.0157 0.0162 0.0168
0.0146 0.0143 0.0179 0.0179 . 0.0358 0.0184 0.0162

Andlisis de Varianza
GRADOS DE SUMA DE ) MEDIA DE VALOR DE Pr>F
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
MODELO 9 T 244371429 027152381 190 01171
ERROR 18 2.56675714 0.14259762
TOTAL 27 5.01047143
Rango de Tukey
‘GRUPOSDETUKEY __ MEDIAS N TRATAMIENTO _

A 0.00233 4 VS1

A 0.00176 4 V§7

A 0.00175 4 vSs9

A 0.00175 4 Cd

A 0.00170 4 TSF

A 0.00154 4 C4

A 0.00152 4 TF

o = 0.05; grados de libertad = 18, MSE = 0.14259, Diferencia Minima Significativa = 0.8823.
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ANALISIS 15. Variable dependiente: FOSFORO TOTAL EN SUELO (190 DiAS).

TSF TF C4 Cd VS1 V§7 V§9
0.003 0.005 0.006 0.006 0.004 0.005 0.007
0.004 0.006 0.004 0.006 0.006 0.005 0.008
0.003 0.006 0.004 0.008 0.004 0.006 0.006
0.012 0.007 0.008 0.006 0.006 0.007 0.009

Anilisis de Varianza

GRADOS DE SUMA DE MEDIADE ~ VALORDE Pr>F
LIBERTAD  CUADRADOS  CUADRADOS F
"MODELO 9 0.00404943 000044994 109 0419
ERROR 18 0.00746199 0.00041456
TOTAL 27 0.01151142
Rango de Tukey
GRUPOSDETUKEY ~ MEDIAS N TRATAMIENTO
N X S " E

A 0.01323 4 Vs9

A 0.01280 4 TF

A 0.01245 4 \El

A 0.01213 4 Vs1

A 0.01210 4 c4

A 0.00933 4 TSF

a = 0.05; grados de libertad = 18; MSE = 0.00041; Diferencia Minima Significativa = 0.0476




ANALISIS 16. Variable dependiente: CLOROFILA a (190 DiAS).

TSF TF Ca Cd VSI VS7 VS9
0.44 0.39 0.44 0.63 0.63 0.57 0.28
'0.24 0.29 0.28 0.74 0.59 0.29 0.36
0.25 0.40 0.23 0.43 0.48 0.26 0.39
0.35 0.32 0.33 0.72 0.66 0.38 0.40
0.37 0.35 0.4] 0.47 0.65 032 0.23
0.23 0.36 0.39 0.47 047 0.36 032
0.37 0.27 0.60 0.51 0.50 0.43 024
0.38 0.27 0.42 0.20 0.63 0.35 0.28
042 0.37 0.58 0.46 0.45 0.45 0.40
0.38 0.31 0.55 0.49 046 0.37 020
Andlisis de Varianza
GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR DE Pr>F
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
'MODELO 15 0.63663000  0.04244200 452 70.0001
ERROR 54 0.50655429 0.00938063
TOTAL 69 1.14318429
Rango de Tukey
GRUPOSDETUKEY _ MEDIAS N_ TRATAMIENTO
T R e e T
A 0.51200 10 Cd
BA 0.42300 10 V§7
B 0.37800 10 TSF
B 0.34300 10 Vsi1
B 0.33300 10 TF
B 0.31000 10 VS9

o = 0.05; grados de libertad = 54; MSE = 0.00938; Diferencia Minima Significativa = 0.1326
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ANALISIS 17. Variable dependiente: CLOROFILA b (190 DiAS).

TSF TF C4 Cd VSI VST VS9
031 0.28 0.30 0.38 043 0.45 021
0.18 0.22 0.21 0.48 0.38 0.31 0.23
0.18 0.33 0.15 0.23 0.33 0.18 0.27
0.29 0.25 0.19 0.45 0.44 0.34 0.30
0.28 0.32 0.27 0.28 0.46 0.21 0.13
0.16 0.26 0.43 0.28 031 0.20 0.17
0.26 0.20 0.43 0.35 0.35 0.30 0.15
0.27 0.22 0.23 0.13 0.40 0.30 0.17
0.31 0.25 0.38 0.24 031 0.27 0.29
0.27 0.23 0.35 0.30 0.33 0.28 0.09
Analisis de Varianza
GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR Pr>F
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS DE F
MODELO 15 7 024023143 001601543 28 00024
ERROR 54 030236286 - 0.00559931
TOTAL 69 0.54259429
Rango de Tukey
GRUPOS DE TUKEY MEDIAS N TRATAMIENTO
R B Y~y — A TOTENIO.
‘BA 0.31200 10 cd
BAC 0.29400 10 c4
BAC 0.28400 10 VS7
BC 0.25600 10 TF
BC 0.25100 10 TSF
c 0.20100 10 VS9

a = 0.05; grados de libertad = 54; MSE = 0.00559; Diferencia Miniina Significativa = 0.1025
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ANALISIS 18. Variable dependiente: CLOROFILA total (190 DiAS).

TSF TF C4 Cd VS1 VS7 VS9
0.75 0.67 0.74 1.01 1.02 1.02 0.49
0.42 0.51 0.49 0.97 0.60 0.60 0.78
0.43 0.73 0.38 0.81 0.44 0.44 0.10
0.64 0.58 0.52 1.09 0.72 0.72 0.96
0.65 0.67 0.68 1.11 0.52 0.52 0.36
0.39 0.62 0.82 0.78 0.56 0.56 0.49
0.63 0.47 1.03 0.85 0.72 0.72 0.39
0.66 0.49 0.64 1.02 0.66 0.66 0.45
0.73 0.62 0.96 0.77 0.72 0.72 0.69
0.65 0.54 0.90 0.79 0.66 0.66 0.30

Andlisis de Varianza

GRADOS DE SUMA DE MEDIADE _ VALORDE Pr>F
LIBERTAD CUADRADOS  CUADRADOS F
MODELO 15 T 185841286  0.12389419 408  0.0001
ERROR 54 1.63896571 0.03035122
TOTAL 69 3.49737857
Rango de Tukey
GRUPOSDETUKEY  MEDIAS N TRATAMIENTO
R R T == g~ TR0,
BA 0.82600 10 cd
BAC 071600 10 C4
BC 0.66200 10 Vs7
BC 0.59500 10 TSF
BC 059000 10 TF
C 0.50100 10 VS9

o = 0.05; grados de libertad = 54, MSE = 0.03035; Diferencia Minima Significativa = 0.2386
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