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RESUMEN

El presente trabajo formd patte del Proyecto de Investigacion de CONACy1 27972-
B “Estudio comparativo del efecto de bactertas promotoras del desarrollo vegetal sobre el
crecimiento y rendimiento del jitomate”.

En la agricultura moderna, basada en cl suministro de grandes cantidades de energia
para la obtencién de rendimientos MmAximos, se ha soslayado la sostenibilidad de la
productividad agricola. El uso de agroquimicos ha permutido obtener incrementos
sustanciales en la produccién; no obstante, sus efectos adversos estin impactando de
manera significativa la sostenibilidad de la agricultura; estas pricticas aunadas a la
produccién de monocultivos muy demandantes y de la contaminacién por el uso
indiscriminado de agroquimicos, origina inestabilidad en los agroecosistemas, la cual se
mantfiesta, entre otros efectos noctvos en una mayor incidencia de plagas y enfermedades
en los cultivos. Por otro lado la escasez de agua en suelos: agricolas de zonas aridas y
semiaridas, ha contobutdo al riego indiscriminado con aguas residuales, como es el caso del
Valle del Mezquital, Hgo que utiliza las aguas provenientes de la /_’.ona Metropolitana de Ia

411 r] A As Mavirn +vaea mioon 1n s s Faree) s
uuu\.& [ULGINE SL W § LA t)a [+ 3 LA\.&U JU \-1\.&\.‘ FEYsY t} LR AW/ S L

En esta regién se han efectuado estudios aislados respecto a la actividad microbiana
total y al efecto de las aguas residuales sobre el género Rbigobinm, pero no existen repottes
respecto a otros microorganismos promotores del desarrollo vegetal (PGPR por sus siglas
en inglés) como fijadores de nitrdgeno de vida libte, solubilizadores de fosforo, productotes
de fitohormonas o de sideréforos, los cuales establecen interacciones de tipo benéfico con
las plantas, pot lo que muchas de ellas se utilizan en la biofertilizacion. Eista Gltima, intenta
reducir la aplicacion de agroquimicos, minimizar la contaminacién ambiental y permitir de
esta forma una produccién agricola sostenible. Por lo que hoy, dia con dia, las
investigaciones son encaminadas a seleccionar aquellas cepas bactertanas que promuevan de
una forma mas eficiente el desarrollo de los cultivos, sin causar deterioro en el medio
ambiente.

Considerando la posibihidad de que las nizobacterias que se encuentran cn sitios
contaminados sean mas resistentes y por Jo tanto tengan mayor posibilidad de sobrevivir a
diferentes tipos de suclo, en este estudio se planteé como objetivo general: seleccionar e
tdentificar rizobacterias assladas de cultivos regados con aguas residuales, con capactdad
pata producir fitohormonas y que promuevan el desarrollo del jitomate (Lycopersicon
escalentumn).
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RESUMEN

Con tal fin se eligieron suelos regados con aguas residuales por diferentes periodos
de tiempo. En estos se observd que la cantidad de materia organica va de valores medios a
altos, lo que indica una mflucncia directa del sistema de tiego, y una repercusion en la
acidificacion del suelo; no obstante se registraron valores de pH que van de ligeramente
alcaltnos a alcalinos lo que se debe a la presencia de CaCO,,

Para la seleccién de bactenias, se muestrearon raices de cuatro tipos de culfivo y se
procedi6 después a la cuantificacidn y atslamiento de cepas.

Ln los cuatro tipos de cultivo estudiados en suelos regados con aguas residuales y
con aguas blancas la cantidad de tizobactetias fue variable. Las rizobacterias fijadoras de
nitrégeno de vida libre se encuentran en mayor proporcion; la‘poblacién que resulté mefior
corresponde a la del segundo muestreo que coincide con la época mas calurosa y seca del
afio. No se logré establecer ninguna relacion entre €l tiempo de tiego con aguas residuales y
su efecto sobre los diferentes grupos de tizobacterias en estudio.

Para el aislamiento se emplearon medios selectivos pata Psewdomonas, Azospirillum,
fijadoras de nittégeno de vida libre y solibilizadoras de fésforo, lo que permitié la
obtencién de 50 cepas. 38 de ellas junto con 11 cepas de referencia fueron sometidas al
proceso de seleccion en el que se emplearon dos criterios: a)capacidad para promover el
desatrollo vegetal y b)capacidad para producir auxinas. Con tal fin, se realizatron 6
bioensayos y la determinacién de auxinas por los métodos de Bric e af, (1990) y de Gordon
y Weber (1951}, aspecto que fue confirmado en algunas cepas mediante HPLC.

En los tres primeros bioensayos (B1, B2, B3) sc scleccionaron 28 cepas, cuyo efecto
se confirmé en otros dos bioensayos (B4, B5); en el cuarto se confirmé el efecto observado
a los 35 dias; el quinto a los 70 dias, permitid evaluar si los cambios observados a nivel de
plantula, permanecen o se desvanecen en las etapas de maduracién del cultivo. Con base en
los resultados obtenidos, en el sexto biwoensayo (B6) se evalué el efecto de tres cepas
seleccionadas, expetimento que se condujo hasta produccién y en el que se empled suelo
como sustrato.

En términos generales se observd que cl efecto a los 35 dias no permanece a los 70
dias en todas las vatiables.

Algunas cepas de Agospirilfum junto con las del género Psewdomonas, producen
aumentos mayores al 100% en el diametro del tallo y 500% en peso fresco de la parte aérea,
respecto a su testigo, lo que se manifestd en los valores de peso seco, con proporciones de
1065-1208%.

Las cepas de bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre, promovieron en mas del
100% el desarrollo de todas las variables a 70 dias de desarrollo, tespecto al testigo.

2 BRI BIOL. ROSALBA ESQUIVEL COTE




RESUMEN

El menor efecto se registr con las bacterfas solubihizadoras de fosforo, respecto a su
testigo, ya que a 70 dias de desarrollo, en la altura de la parte acrea se registrd desde un
efecto detrimental (-8.3%), hasta sélo un 89% de incremento. No obstante, con las otras
cepas se registraron aumentos de 365% a 501% peso fresco de la parte acrea y de 275% a
480% en longitud de raiz.

Al tratar de correlacionar los resultados de los bioensayos con la cantidad de auxinas
producidas iz #ifro no se observo la correlacidon esperada, ya que algunas de las cepas
seleccionadas en el bioensayo produjeron de 3.8 a 100 ppm de auxinas, en tanto que algunas
de las no seleccionadas produjeron hasta 227 ppm.

Lo anterior se confirmé al cuantificar, por LIPLC, ¢l 4dcido indol-3-acético (AIA) y
acido giberélico (AG) en cultivos de 12 cepas, de las cuales 5 fueron seleccionadas en el B5
por promover el desarrollo de jitomate. Los resultados mostraron que 2 de las cepas
producen ambas fitohormonas, mientras que una tercera sélo produce AG, todas
pertenccientes al género Agegpirillum. En tanto que aquellas que promovieron y no
promovieron el crecimiento y en las que se habian detectado cantidades elevadas de
compuestos indélicos, no produjeron AIA ni tampoco AG, por lo que las lecturas miciales
se atribuyen a la presencia de otros compuestos indélicos, algunos de caracter regulador del
crecimiento o, a mnterferencias por los compuestos en los medios de cultivo empleados.

Los resultados del rendimiento (B6) permiticron la separacion de los tratamientos en
tres grupos, dos estadisticamente diferentes entre si y uno intermedio. El primero incluye
un tratamiente moculado (a); el segundo al testigo con la fertihzacion media (b) v el
intermedio (ab) incluye al testigo con fertilizacion completa v dos tratamientos inoculados
con fertilizacion media, fo que indica que, mediante la tnoculacidn, es factible reducir Tas
necesidades de la fertihzacion quimica y asi obtener rendtmientos iguales, que cuando se
emplea una dosis completa. ’

I"inalmente, mediante pruebas especificas, se identificaron 5 cepas como
pertenecientes al género Agospirillanr, 8 se lograron caracterizar como fijadoras de nitrogeno
de vida libre, una de ellas como del género Bejerinckia y mediante el Sistema Api una como
Kiehsiella terrigena. A través de este mismo Stistema, se identtficaron 10 como Psendoronas
Slworescens, 1 como Pantoea agglomerans y 1 de la famihia Brevibacteriaceae.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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INTROOUCCION

INTRODUCCION

s sabido que durante ¢l crecimiento de las plantas, éstas interactian intimamente
con los microorganismos del medio ambiente. Aquellos que establecen mteracciones de
tipo benélico se conocen como promotores del desarrollo vegetal (Plant Growth
Promoting Rizobacteria, PGPR); v se incluyen a aquellos que aumentan la disponibilidad de
nutrientes esenciales para la planta, asi como aquellos que son capaces de producir una serie
de reguladores del crecimiento vegetal, tales como las auxinas v las giberelinas. Fintre los
principales géneros de microorganismos PGPR se tienen a Prexdomonas, Azospirilfum,
Agotobacter, Azomonas y Begjerinckia. No obstante, el efecto de la actividad microbiana
sicmpre estara regido pot el tipo de microorganismos que predominen, el tipo de vegetales,
asi como las caracteristicas del suelo y las condiciones ambientales que predominen.

En México el 48% de su territorio comprende zonas andas y semidridas, factor que
influye en la produccion agricola, debido a la escasez de agua, por lo que se han buscado
alternativas para sumninistrar de este vital liquido a los campos de cultivo. A este respecto,
en el Valle del Mezquital, la productividad agricola se basa en el riego con aguas residuales,

as cualcs abundan una gran variedad de sustancias toxicas provenientes de la industrias,
asi como desechos domésticos y agroquimicos (plaguicidas, hcrblmdas y fertilizantes) que
contienen diversas clases de metales pesados. FEn esta region del estado de Hidalgo, se han
efectuado estudios atslados respecto a la actividad microbiana total, pero no existen
ICPOLLEs respecto 2 m1c100fgamsmos promotores del desarrollo vegetal, los cuales pueden
tener ventaja respecto 2 PGPR aislados de suelos regados con aguas blancas debido a su
adaptacion a condiciones de stress.

o
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La utdizacién de este tipo de microotganismos constituye una alternativa para
mejorar las condiciones de cultivo, ya que cstos son capaces de mejorar la absorcién de
nutrimentos por la planta, mcluyendo a aquellos cultivos de importancia econdmica, como
sucede con el cultivo de jitomate, que es ]a hortaliza de mayor consumo y exportacion en
México.

Por lo anterior cn este trabajo se planted como objetivo principal seleccionar e
identificar rizobacterias aisladas dec cultivos regados con aguas residuales, con capacidad
para produc1r f1t0hormonas v que promuevan el desarrollo del jitomate (Lycopersicon
s fm[gﬁf‘ztm)

4 BIOL. ROSALBA ESQUIVEL COTE




ANTECEDENTES

1. ANTECEDENTES

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN.

1.1 MICROORGANISMOS DE LA RIZOSFERA

Fxiste una ampha diversidad de microorganismos que se asoctan con las hojas, los
tallos, las flotes, las semillas y las raices de las plantas. Los microorganismos que se
encuentran comunmente en cl suclo incluyen bactertas, hongos, actinomicetos,
protozoarios v algas (Paul vy Clark, 1996). Stendo las bactenas el tipo mas comun,
posiblemente porque pucden crecer rapidamente y tener la habididad para utilizar un amplio
rango de sustancias, como fuente de catbono, de nitrégeno y de energia. Muchas de estas
bacterias se encuentran ligadas a la superficie de las particulas en los agregados del suelo; sin
embargo, 1a concentracidon de microorganismos (potr gramo de suelo) que se encuentra
alrededor de las raices es generalmente mucho mas abundante que la encontrada en el resto
del suelo (Lynch 1990). Segun calculos dircctos (microscoOpicamente) e indirectos (medios
de cultivo) indican que frecuentemente las bacterias cubten la superficie de la raiz en rangos

de 5 a 10% (Paul y Clark, 1996).
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alrededor de las raices de legummosas en la cual se estimula el desarrollo de las bactertas. La
raiz es la fuente de compuestos organicos como son azicares, aminodcidos o vitaminas lo
que hace de este sitio una zona ideal para el crecimiento microbiano, tos que al establecerse,
mteractiian con las plantas v realizan diferentes funciones relacionadas con el desartollo de
las mismas (BElliott ¢f 2/, 1984). Tin suelos fértiles, que tienen mas poblaciones microbianas,
el efecto no es tan pronunciado como ocutre en suelos menos fertlles (Prescott, ef al, 1999).

904 defin1é por ptimera vez a la nzosfera como

Los microorganismos son la parte mtegral del sistema raiz-suelo afectando
morfologica y fisioldgicamente a la raiz (Campbell, 1985). Pueden promover el crectmiento
vegetal a través de las transformaciones (sintesis y degradacién) de materia organica en el
suelo, la movihizacién de nutrientes inorganicos, ¥ la produccion de sustancias promotoras
del desarrollo vegetal (auxinas, giberelinas y citoquininas) o por actuar contra patogenos, del
cual deriva su potencial biotecnoldgico.

De acuerdo con Bowen y Rowvira (1991) citado por Marschner (1995),
microotganismos del suelo son clasificados dentro de dos categorias con relacién a sus
efectos sobre cl desarrollo vegetal:

A. Negativo (detrimental): incluye a patdgenos de la raiz, patdgenos subclinicos,
rizobacterias detrimentales productores de clanida.

BIOL. ROSALBA ESQUIVEL COTE 5



ANTECEDENTES

B. Positivo (benéficos): engloba a aquellos que se conocen como rnizobacterias
promotoras del desarrollo vegetal (PGPR). Los mecanismos que involucran esta
promocion han sido clastficados como indirectos y directos:

a) Los mecanismos indirectos pueden envolver muchos aspectos de control

. biologico, en donde las PGPR suprtimen a los fitopatdgenos y plagas por la via
de ptoduccion de siderdforos, de enzmmas liticas o toxicas; antibioticos;
predacidén o parasttismo; o induccion de mecanismos de resistencia para las
plantas (luzun y Kloepper, 1994 en Glick, 1995).

by Los efectos directos favorecen la nutricion vegetal por lo que se les considera
responsables de la biofertilizacion (Ramirez-(Gama, 1997).

1.1.1 Mecanismos de efecto directo

Las PGPR pueden fijar el nitrogeno atmosférico y summistrirselo a las plantas,
sintetizan sider6foros que pueden solubilizar y/o secuestrar el hierro del suelo y proveérselo
a las células vegetales; pueden tener mecanismos de solubilizacidén de minerales tales como
el fosforo que llegan a ser disponibles para cl desarrollo de las plantas; y pueden sintetizar
algunos compuestos de bajo peso molecular o enzimas que pueden modular el crecimiento
y desarrollo vegetal (Glick, 1995); sintetizan diferentes fitohormonas tales como auxinas,
giberelinas y citoquininas, Tas que actan en varias etapas del desarrolio vegetal (Barbieni y

Galli, 1993; Bashan y Levanony, 1990; Srintvasan ez 4/, 1996).
1.1.2 Comunidad microbiana PGPR en el suelo

La diversidad de la comunidad bacteriana en suelo es conocida a través de su amplia
escala espacial, la cual cstd asociada a diferentes regiones geograficas, o a su escala de
micrositios, mcluyendo a la existente entre la raiz y la nzosfera de diferentes especies de
plantas. Las PGPR cuentan con la capacidad de sobrevivir, proliferar y estimular el
desarrollo de la planta-hospedero bajo la influencia de variables bidticas y abidticas,
existentes en cl medio ambiente; vartables que cominmente se ven reflejadas en la respuesta

del desarrollo vegetal (Shishido y Chanway, 1997).

Lo antenior ha provocado multiples estudios con fines de aplicaci6n; no obstante el
desarrollo comercial de las PGPR en la agricultura vy especies forestales ha sido lento, en
gran parte por la varabilidad de la respuesta en el desarrollo de la planta después de la
moculacién, Dicha variabilidad estd relacionada a los efectos bidticos asociados a la
rizosfera. Las interacciones bioticas también mmvolucran al moculante bacterano, los
microorganismos nativos del suelo y a la planta hospedero, que han mostrado afectar la
magnitud y diteccidon de desarrollo vegetal al responder a la moculacién con PGPR.
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La textura y estructura del suelo en relacidén al contenido de nutrimentos y de
humedad, aireacién y pH, son factores abidticos que pueden influir tanto en el crecimiento
vegetal como en el microbiano en el suelo. A los factores anteriores, se suma la mnteraccion
del efecto del clima, el cual promueve el ecosistema microbiano del suelo que es diverso y

dimamico (Shishido y Chanway, 1997).

Chanway y Holl (1992) asi como O'Neill ¢ a/, (1992), ptoveyeron de evidencia para
sostener que los cambios en la composicion microbiana del suelo causan variabilidad en la
respucsta del desarrollo vegetal. Sin embargo, pese a tales evidencias, pocos trabajos han
llegado a investigar la relacion entre la eficacia de las PGPR y los cambios en la comunidad
microbtana del suelo y la funcién de estas tizobactenas.

Los sistemas rizosfera-mucorizosfera pueden, pot tanto, proporcionar la ayuda para
que las plantas pucdan estabilizarse y sobrevivir en condictones deficientes de nutrientes,
habitat degradado o durante periodos de estrés. No obstante, la aplicacion de esta
tecnologia depende de la efectividad e infectividad de microorganismos nativos vy sobre las
interacciones entre los prncipales participantes: los hongos o las bacterias y la rizosfera

(Bitd ef al., 2000).

1.1.3 Métodos para contar los microorganismos del suelo

T a f‘IB‘—ﬂm;ﬂﬂﬁ;f"\h Ao
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de gran importancia, debido a que son indicadores sensibles de la salud del mismo; para
cllo, se emplean métodos que permiten el conteo de los microorganismos presentes en el

suclo, los cuales sc dividen en dos grupos:
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A. Dependientes del medio de cultivo (método de diucidon y cultivo en placa, v
método de perfiles fisiologicos del nivel de la comunidad microbianay.

B. Independientes del medio de cultivo (andlisis de acidos grasos fosfolipidicos,
técnicas de acidos nucléicos, analisis filigenético e hibridacion fluorescente iz sifu).

Tradicionalmente el analisis de la comunidad microbiana en el suelo, se ha efectuado
mediante métodos dependientes del medio de cultivo, para cllo se emplea una variedad de
medios de cultvo selectivos, disefiados para maximizar el descubrimiento de diferentes
especies de microorganismos. Estos métodos se han usado en el estudio de la salud del
suelo v han revelado una diversidad de microorganismos asociados con varias varables de
calidad de suelo, tales como enfermedades y descomposicién de la matena organica. Se ha
esttmado que menos del 0.1% de los microorganismos encontrados en suelos tipicos de
agricultura son cultivables. Esto estd basado en los resultados obtenidos entre la cuenta

directa microscopica en muestras de suelo y por las unidades formadoras de colonias (Hill e
al., 2000).
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1.2 RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL DESARROLLO VEGETAL (PGPR)

Dentro de los microorganismos PGPR cxisten algunos que son de vida libre (Glick,
1995), en tanto que otros se introducen en las raices formando asociaciones mutualistas
altamente especializadas. Los microorganismos que predominantemente se encuentran en la
rizosfeta son bacilos gram negativos, incluyendo Psewdomonas, Flavobacterinm y Alcaligenes spp
(Alexander, 1977); fijadores de nittdgeno como Rbigobium, Agotobacter, Agospirillum,
desnitrificantes como  Psendomonas v  bacterias  anacrobias  facultatrvas;  bactertas
solubtlizadoras y mineralizadoras de fosforo, conocidas como fosfobactertas (Brock y
Madigan, 1993); y en menot propotcion, bacilos Gram positivos o Gram vanables como el
género Bacillus, que generalmente constituye un amplio porcentaje del total, por cuenta en
placa, en horizontes superiotres de suelo (Paul y Clark, 1996).

1.2.1 Azospicllum

1.2.1.7 Generalidades

Es un vibroide grueso o bacilo recto, mide de 0.9-1.2 um de largo, frecucntemente
con extremos termmados en punta. Es una bacteria Gram negativa o Gram varmable.
Presenta granulos mtracelulares de poli-B-hidroxibutirato. Son células con un movimiento
caractetistico helicoidal 6 vibratorio en medio liquido, debido principalmente a su Gnico
flagelo polar. A brasiense, A. lGpofernm y A. irakense al ser cultivadas en medios solidos
forman un flagelo lateral el cual usan para desplazarse sobte la superficie. Las colonias de
algunas cepas forthan un pigmento rosa intenso u oscuro en agar papa. La temperatura
optima de crecimiento es de 34-37°C; algunas cepas crecen bien a pH 7 otros prefieren
condiciones mas acidas; son fijadores de nitrdgeno, actividad que cxhiben sélo bajo
condiciones de microaerofilia. Crecen bicn bajo aire atmosférico cn presencia de una fuente
de nitrogeno fyado, como puede ser una sal de amonio Agosprrillurm posee un tipo
respiratorio y metabolismo dependiente del O,; bajo severas limitaciones de oxigeno
algunas cepas pueden utilizar NO,” como aceptor final de electrones y reducirlo a NO, o
N,O y N,. Son oxidasa positivos, quimiotgandtrofos; sin embargo, algunas cepas pueden
ser facultativas autdtrofas del hidrégeno. Se desarrollan bien en sales de acidos organicos,
tales como malato, succinato, lactato y piruvato y ciertos carbohidratos pueden servir
también como fuentes de carbono. Algunas especies requicren biotina (Holt e @/, 1994;
Steenhoudt y Vandetleyden, 2000).

1.2.1.2 Especies reportadas

La primera descripcion de Agaspirillum reportd dos especies: Azgospirillum Lpoferum v
Agospirillum brasifense (Latrrand ef al, 1978).

8 BIOL. ROSALBA ESQUIVEL COTE
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Postetiormente y empleando el medio de cultivo semisélido libre de nitrégeno
(Déberemer, 1980) fue posible aislar v describir tres especies mas: Agosprrillum amasgonense
(Magalhanes ef al, 1983), Azospirilium balopracferens (Reinhold et al, 1987) y Azospirillum
trakense (Khammas ef al, 1989). Mas tarde mediante estudios basados en rARN 16S e
hibridacién de ADN-ADN se reportd 1a especie Agospirillam largimobite (Sly y Stackebrandt,
1999 citado en Eckert ¢/ a/, 2001). Finalmente, y con estas mismas técnicas, se reportd una
nueva especie: Azospirillum doebereinerae, la que se aislé a partir de raices de la graminea tipo

Cy, Miscanthus (Eckert et al,, 2001).

1.2.1.3 Distribucion ecoldgica

Las especies de Azgespirillum son de vida libre en suclo o en asociaciones con raices de
cultivos de cereales, plantas y plantas con tubérculos. No inducen la formacidén de nédulos
(Holt, ef al, 1994). Su distribucion es muy amplia, han sido aisladas a partir de suelos
tropicales, subtropicales y templados de todo el mundo, mcluso en paises donde por sus
caracteristicas, no cs posible tener una agricultura muy amplia como Japon (Gunarto, 1995,
Steenhoudt y Vanderleyden, 2000).

1.2.1.4 Importancia ecoligica

Las bacterias del género Agospirillum fueron reconocidas como PGPR desde hace ya
algunos afios (Okon, 1994; Okon v Vanderleyden, 1997). Asospirilfum puede estimular
positivamente el crecimiento de las plantas, el rendimiento de los cultivos y el contenido de
nitrogeno en las plantas, sin embargo éste Gltimo a menudo ha sido cuestionado (Bashan y
Levanony, 1990). De este modo otros factotes como la produccidon de sustanctas
promotoras del desatrollo vegetal y el incremento de la absorcion de minerales debido al
aumento en la longitud de la raiz, asi como el nimero de pelos radicales, han sido
considerados como los mecanismos mas importantes por medio de los cuales Agospirilium
mcrementa €l rendimtento de los cultivos (Lyn ef 4, 1983).

1.2.2 Pseudomonas
7 22 1 Generalidades

Son bactlos tectos higeramente curveados, pero no son helicoidales, miden de 0.5-1.0
x 1.5-5.0 um. Muchas especies acumulan poli-B-hidroxibutirato como reserva de carbono,
los cuales aparecen en inclusiones sudanofilicas. Son células Gram negativo. La movilidad
se debe a la presencia de uno o varios flagelos polates, raramente son inméviles. En algunas
especies puede formarse un flagelo lateral con cortas longitudes de onda. Son aerobios,
tienen un tipo de trespiracion y metabolismo dependientes del oxigeno como aceptor final
de electrones; en algunos casos el nitrato puede ser usado como aceptor final de electrones,
por lo que puede desarrollatse en condiciones anaerobias.
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Muchas especies, si no es que todas, no pueden crecer bajo condiciones acidas (pH
4.5), muchas también, no requicren factores de crectimiento organicos. La oxidasa puede ser
positiva o negativa, y la catalasa es positiva. Son quimiorganotréficas, algunas especies son
facultativas quimiolitottdficas, capaces de usar H, o CO, como fuente de energia (Holt ef
al., 1994).

1.2.2.2 Especies reportadas

Existe un gran nimero de cspecies, entre las cuales se encuentran: P. geruginosa, P.
putida, P. syringae, P. fluorescens, P. alealigenes, P. cepacia, P. diminuta, P. facilis, P. mallei, P.
mendocina, P. saccharophila, P. solanacearum, etc, las cuales han sido clasificadas con base en su
homologia de ARN ribosomal (Holt ez «/, 1994).

1.2.2.3 Distribucion ecoldgica

El género Psendomonas es metabdlicamente muy versatil. Es comun encontratlo en el
suelo y en aguas dulces y frecuentemente son patogenos oportunistas de plantas y humanos
(Chakrabarty, 1999).

1.2.2.4 Imporiancia ecoldgica

Se ha reportado que cepas de Prewdomonas putida y Psendomonas fluorescens mcrementan

la elongacién de raiz en plantas de canola, lechuga y tomate (Glick e a/, 1995) asi como el
rendimuento de la papa, arroz, cafia de azicar, tomate, lechuga, manzana, citricos, frjol,
trigo y plantas ornamentales (Kloepper ez 2/, 1988).

1.2.3 Bacterias fifadoras de nitrogeno de vida libre

Este proceso es llevado a cabo por bactertas que viven libremente en la nizosfera,
sobre las raices o en el interior de las mismas, sin formacidn de estructuras espectalizadas, y
por las bacterias que penetran a las raices formando estructuras altamente espectalizadas. A
cambio las plantas le proveen a los microorganismos, el carbono neccsario para su
crectimiento. Como ejemplos de bacterias asociativas formadoras de estructuras altamente
especializadas se tienen a Rbigobium v Frankia, de bactetias asociativas no formadoras de
estructuras espectalizadas se encuentra a Agofobacter, Agospirillum, Bejjerinckia, Bacillus
agotofixans, Campylobacler nitrofigilis, Enterobacter, Erwinia v Pseudomonas. Algunas de éstas,
ademas de fyar nitrogeno solubilizan el fésforo, como Agotsbacter o bien producen
sustancias reguladoras del desarrollo vegetal, tal es el caso de A@Jpznllzm y Psendomonas
(Bashan y Levanony, 1990).

Las bactenias fijadoras de nitrégeno de vida libre a‘%ocmdas a plantas resultaron oy
atractivas especialmente desde el punto de vista de la ecologia microbiana.
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Algunas de ellas han sido consideradas como una posible alternativa para la
fertilizacién nitrogenada en el rendimiento de las plantas (HEmtsev ef 4/, 1994) y también
como agentes de control bioldgico (Thompson ef 4/, 1976).

1.2.4 Fosfobacterias

Son microorganismos capaces de transformar el fosforo del suelo a formas que
pueden ser asimiladas por las plantas. Los mecanismos mediante los que el fosforo es
movilizado microbiologicamente, corresponden a:  solubilizacién de compuestos
inorganicos de fosforo, mineralizacién de compuestos organicos con la liberacion de
fésforo morganico y oxidacion o reduccién de compuestos morganicos de fosforo.

A menudo cs posible encontrar este tipo de bacterias en el suelo; sin embargo, su
ntmero no es lo suficientemente alto como para competir con otros tipos de
microorganismos comunmente establecidos en la rizosfera; por lo cual se considera que la
cantidad.de fosforo que liberan, generalmente no es suficiente para provocar un mcremento
significativo en el crecimiento de las plantas (Rodriguez y Fraga, 1999}, por lo que este
efecto frecuentemente es atribuido a la produccién de otros metabolitos benéficos para las
plantas como fitohormonas, antibidticos o stder6foros (Barea ef af., 1978). Estos procesos
son llevados a cabo por un gran nimero de microorganismos del suelo, entre las bacterias
se menciona a Pseudomonas fluorescens, Acinetobacter, Bacillus megatherium, Cellulomonas,

Mycobacterium v Streplomyees, y como ejemplo de hongos se puede mencionar a Alternara,

NASRR IS LR AL pns lad [ASELUL S ¥4 4

Aspergillns, Curvularia, Penicillium v Rhizopus (Gutiérrez, 1980; Gomez de la Serna, 1986).
1.2.5 Microotrganismos productores de fitohormonas

Un gran numero de bacterias del suelo, por ejemplo Agofobacter, Agospirillum,
Pseudomonas, y algunos hongos como Iusarium son capaces de producir una serie de
reguladores del crecimiento vegetal tales como auxinas, giberelinas y citoquininas. De estos
microorganismios solo Fusarizm ha alcanzado importancia industrial. En tanto que el estudio
de las bacteras, particularmente Agosprrillum, se ha limitado 2 demostrar el efecto que
produce su inoculacion sobre el desarrollo de diferentes vegetales (Klibansky vy Gonzilez,
1996).

1.3 SUSTANCIAS REGULADORAS DEL DESARROLLO VEGETAL

Las fitohormonas constituyen uno de los grupos de sustancias promotoras del
desarrollo vegetal mas importantes. Una hormona vegetal es definida generalmente como
un compuesto organico sintetizado en una parte de la planta y traslocado a otra parte
donde, a bajas concentraciones produce una respuesta fisiologica (Salisbury y Ross, 1992).

e ]
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Las fitohormonas pucden ser clasificadas en dos grandes grupos: a) estimuladores del
crectmiento vegetal, los cuales incluyen a las auxinas, las giberelinas y las citoquininas; y b)
mhibidores del ctecimiento vegetal o antagonistas, en donde se mncluye al etileno y al acido
abscisico (Taiz y Zeiger, 1991).

1.3.1 Auxinas

Las auxinas fueron las primeras fitohormonas en scr descubitertas y probablemente
las mejor conocidas entre todas las fitohormonas: Las auxinas tienen una amplia variedad
de efectos sobre el desarrollo y morfogénesis de las plantas, asi como su respuesta 2l
crecimiento de plantas por estimulacién unidireccional, conocida como tropismo. Hstas
promueven la elongacién en el desarrollo de los tallos y coledptilos; sin embargo, también
pueden inhibir la elongacion de la rafz. Promueven la division celular en tallos pero pueden
mhibir el desarrollo de yemas laterales. El desarrollo de frutos puede depender de la
presencia de auxinas. La varedad de efectos de auxinas frecuentemente depende de
numerosos factores, mcluyendo el estado de desarrollo de los tejidos y los organos la
concentracion de auxinas, el tipo de auxinas (natural o sintética).

El que las auxinas tengan multiples efectos sobre las células de las plantas, dificulta
determinar cual de estos efectos estan directamente relacionados a la promocién del
desarrollo vegetal y cuales no. Ademas, las auxinas 'pueden mflur indirectamente el
dldlgdllllCﬁLU de las células a leVCb uc uil IUJIIH:‘[U de. variables UiCl].i"iiC&"i maayendu las
propiedades de los mecanismos de las paredes celulates, presion turgente, presidon osmotica,

permeabilidad al agua y conductividad cléctrica.

Aunque las auxinas se encuentran en toda la planta, las concentraciones mas altas se
localizan en las regiones meristemiaticas en crecimiento active. S¢ les encuentra tanto como
moléculas libres o en formas con]ugadas ihactivas. La concentracion de auxinas hibre en ia
planta varia de 1 a 100 mg/kg de peso fresco. En contraste, la concentracién de auxinas
conjugadas en ocasiones es sustancialmente mas elevada (Gonzalez ¢/ af, 1999).

A mediados de los afios 30%s , dos grupos de investigacion, uno en Holanda y otro en
Iistados Unidos, descubrieron la naturaleza quimica de las auxinas: el llamado acido indol-3-
acético (AIA), que existe en todas las plantas supetiotes. Posteriormente una gran variedad
de compuestos fueron identificados también como auxinas: acido 4-cloromdol-3-acético (4-
Cl-ATA), acido indol-3-butirico (AIB), 4cido indol lactico (AIL), acido a-naftalen acético
(Aa-NA), dcido fentlacético (AFA), acdo 2,3,6-triclorobenzoico, de éstos, el de mayor
importancia es el ATA (Taiz y Zeiger, 1991). La semejanza obvia entre el aminodacido
triptofano y el dcdo indol acético llevé a una propuesta inictal que el triptofano
representaba el precursor de la hormona. Pruebas subsecuentes utilizando el triptofano,
marcado demostraron su papel como precutsor (Gonzalez ef af., 1999).
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1.3.2 Giberelinas

En los afios 50°%s el segundo grupo de fitohormonas que fue caracterizado
correspondc a las giberelinas. Estas son un grupo de diterpenoides acidicos, encontrados en
anglospermas, gimnospermas, helechos, algas, hongos y algunas bacterias. Se han asslado
alrededor de 80 compuesios, definidos no sélo por su accidn biologica smno por su
estructura quimica; de hecho, algunas son bioldgicamente inactivas. Los efectos que han
sido atribuidos a estas fitohormonas son: la elongacion de tallos en plantas enanas,
induccion de flores masculinas, favorecen el amarre y crecimiento de frutos, inducen la
germinacion de semillas, asi como la produccion de enzimas durante la germinacion
(Gonzalez et al, 1999; Taiz y Zeiger, 1991).

Los niveles mas altos de giberelinas ocurren cn la semuilla; Ias concentraciones de
giberelinas pueden varar dependiendo del tipo y tamafo. Esto es particularmente
verdadero para la cubterta y embrion de la semilla, ya que representan el tejido “maternal”
de los cuales derivaran los tejidos de la proxima generacion de la planta. Hasta ahora no se
tiene clara la funcion de los altos niveles de giberelinas en el desarrolio de las semillas. Sin
embargo, éstas aparecen en muchos embriones jovenes y juegan un papel muy importante
en el desarrollo del suspensor' (Taiz v Zeiger, 1991).

1.3.3 Citoquininas

Las citoquininas fueron descubiertas como resultado del esfuerzo para encontrar
factores que pudieran estimular la division celular de las plantas. Posteriormente, estas
fueron conocidas por una gran variedad de efectos fisioldgicos y procesos en el desatrollo
vegetal, que incluyen la dilatacion de la senescencia en Organos desprendibles, la
movilizacidn de nutrientes, maduracion de doroplastos, la expansién de cotdedones y el
control de la morfogénesis. Las concentraciones mayores de citoquininas se encuentran en
embriones y frutas jévenes en desarrollo, en los que existe una division celular rapida. La
presencia de niveles altos de citoquininas puede facilitar su habilidad de actuar como un
demandante fuerte de nutrientes. Las citoquininas también se forman cn las raices y son
traslocadas a través del xilema hasta el brote. Sin embargo, cuando los compuestos se
encuentran en las hojas son relativamente inméviles (Gonzalez ef 4/, 1999).

1.3.4 Etileno y 4cido abscisico
El etileno y el acido abscisico (AAB) controlan los procesos que son catracteristicos

de los estados del desarrollo de las plantas, tales como la senescencia, abscision,
marchitamiento de flores y maduracién de frutos.

! Células que se agrupan para que a los cmbriones jévenes, probablemente, sc les facilite la absorcién de nutrimentos.
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Ademas, ambas fitohormonas controlan la taza de crecimiento bajo condiciones
ambientales desfavorables por mhibicion en los procesos de la division celular, sintests de
proteinas y transporte de iones. El etleno incrementa no sélo bajo condictones de estrés de
humedad, sino también en respuesta a tejidos dafiados, contaminacion del aire, presencia de
patogenos, enfermedades por insectos, inundacidn y condiciones de anaerobtosis. El AAB
es conocido como la hormona del estrés de la planta, regulador del crecimiento, sintests de
proteinas y otros procesos bioquimicos, principalmente bajo condiciones de sequia (Taiz y
Zetger, 1991).

1.3.5 Empleo de fitohormonas en Ia horticultura

Las fitohormonas o reguladores de crecimiento vegetal actian en diferentes formas,
entre otras: a) regulan la composicion quimica de las plantas y/o el color de los frutos, b)
imician o terminan la dormancia de semillas, mjertos y. tubérculos, ¢) promueven el
enratzamiento y propagacion, d) controlan el tamafio de las plantas o tamafio de los
organos, e) promueven, retrasan o previenen la floracidén, €) inducen o previenen la
abscision de hojas y/o la caida de frutos, f) controlan el tamafio del fruto y caracteristicas
del fruto desarroliado, g) influyen en la absorcion de minerales del suelo, h) cambian la
época de desarrollo del cultivo, 1) incrementan la resistencia de plantas a plagas, §) aumentan
la resistencia de plantas a factores ambientales, tales como temperatura, agua y
contaminacién del aire y k) previenen el deterioro postcosecha (Nickell, 1994).

1.4 SISTEMAS CONTAMINADOS
1.4.1 Ceneralidades

Se considera como un sistema contamimado aquel que presenta un cambio indeseable
en las caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas del aire, agua, suelo o alimentos que
pueden influir de diversas formas en la salud, sobrevivencia o actividades de los seres
humanos u otros organismos vivos. Sin embargo, la contaminacién del suelo ha recibido
menos atencion que la contaminacion del atre y de los cuerpos de agua. Una forma de
clasificar 1a contaminacion del suclo cs la siguente: a)-por aplicacion directa de quimicos
tales como pesticidas y fertilizantes, b) por disposicion de tesiduos antropogénicos, ¢) por
derrames accidentales y d) por deposicion de contaminantes atmosféricos. El dafio causado
a los suelos depende , tanto de la cantidad, como de la naturaleza fisica y quimica del
contaminante (Vogel, 1997).

Los reportes mas comunes en estudios de suelo, son las mediciones de difetentes
procesos relactonados con el ciclo del carbono y del nitrogeno (Brookes, 1995). En tales
estudios, la comunidad microbiana es frecuentemente considerada como la “caja negra”. Sin

embargo, son escasos los estudios sobre esta “caja negra”, referentes a'la composicion de
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especies y niveles de tolerancia de la comunidad, que pueden ser usados como indicadores
de efectos toxicos por la contaminacion. Algunos estudios reportan que la presencia de
concentraciones elevadas de metales puede efercer una presion selectiva sobre la comunidad
microbiana en donde son mcrementados los niveles de tolerancia a metales y especies
reststentes (Baath ef 4/, 1998).

1.4.2 Contaminacion del suelo por aguas residuales

El uso de aguas residuales en la agricultura es una practica frecuente en muchos
Estados del pais. Los beneficios del reciclamiento de aguas residuales esta basado en sus
constituyentes, particularmente nitrégeno, fosforo v potasio, los cuales son de alto valor
como fertilizantes para muchos cultivos. Por otro lado, el uso de este tipo de agua conlleva
la degradacién del suelo a través de la salinizacion/alcalinizacion, que es una de las formas
mas serias de degradacion del suelo, afectando aproximadamente el 10% del total de la
superficie de la tierra en el mundo. El problema ocurte en mas de 120 paises, y es mas
prominente en areas andas y semudridas (Surange ef @/, 1997).

La mala distribucion geografica y temporal del recurso agua, hace que resulte escaso
para el 75 por ciento del pafs. Estas areas estan clasificadas como aridas y semuaridas
(SEMARNAP, 1996).
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Fl Valle del Mezqmtal esta dentro de los Hmites del estado de Hidalgo. Situado en lo
alto de la meseta mexicana, con una altitud entre 1,700 y 2,100 m. Los 495,000 }?abﬁantes
del valle se dedican principalmente a actividades agricolas, complementandose’ con la
produccidn ganadera. Bl estindar de vida es mayor que el de la poblacion que no ‘tene

acceso al uso del agua residual para el riego (’Romero 1994) é T

Los distritos de riego 03 Tula y 100 Alfajayucan usan aguas tesiduales cruda‘; del drea
Metropolitana de la Ciudad de México. Estas aguas residuales han recibido un tratarmento
no convencional. Debido al inmenso tamafio del 4rea de cultivo (83,000 ha en 1993- 1994} y
su antigliedad (91 afios en operacién continua), la regién es uno de los ejemplos mas
importantes de riego con aguas residuales. Fl agua residual cruda, parcialmente tratada o
mezclada con agua de lluvia, es altamente valorada por los agricultores debido a que se
mejora la calidad del suelo por su carga de nutrientes, lo que permute aumentar la
productividad (SARH, 1994; CNA, 1995). No obstante es importante considerar que las
aguas tesiduales estin contaminadas con organismos patogenos y sustancias quimicas
toxicas lo que constituye un riesgo para la salud de los agricultores y consumidores de csos
productos.
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1.4.3.1 Localizacion geogrdfica y politica

El Valle del Mezquital (Fig. 1) sc ubica entre los paralelos 20° 34’ 257 y 21° 09" 35” de
latitud Norte y los menidianos 98° 54” 25 a 99° 34’ 25” de longitud Oeste con una altitud
mintma de 1800 y una maxima de 2800 m. La cxtensidn que ocupa es de aproximadamente
387 500 ha. Politicamente se localiza en la porcion central-oeste del estado de Hidalgo; el
area es conoctda como Valle del Mezquital, e incluye a los municipios de Actopan, Ajacuba,
Cardonal, Chilcuautla, Fco. I. Madeto, Ixmiquilpan, Mixiahuala, Progreso, San Salvador,
Santiago de Anaya, Tasquillo, Tezontepec, Tlahuelilpan y Tlaxcoapan (Mufioz y Ldpez,

1997, Delgado y Rojas, 1987).
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Figura 1. Mapa del sistema de 71680 con agnas residuales en Valle del Mequilal, Hidalgo
(Romero-Alvareg, 1997).
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1.4.3.2 Fisiografia

De acuerdo al esquema de regionalizacion fisiografica de SEDESOL (1993), el Valle
del Mezquital se encuentra en las zonas arida y templada; por otra patte se ubica dentro de
dos regiones fisiograficas de primera magnitud como la Sterra Madre Ornental y 1a del Eje
Neovolcanico.

1.4.3.3 Hidrologia

El Valle del Mezquital pertenece a la gran cuenca del Panuco y a la subcuenca del Rio
Tula, el cual confluye con el Rio Salado. Otro tio de importancia es el de Actopan.

1.4.3.4 Climatologia

Presenta temperaturas anuales, que fluctian entre 16.3 y 18.4 °C. La precipitacidn es
en general pobre, ya que varia entre 430 y 550 mm anuales. El periodo de estiaje
comprende de diciembre a febrero y la estacion lluviosa va de junio a septiembre con un
periodo mterestival en julio. El cima en todo el Valle del Mezquital presenta algunas
fluctuaciones microclimaticas en cuanto a precipitacion, periodo interestival, temperaturas
medias y oscilacién térmica; sin embargo, el tipo climatico predominante de acuerdo al
ststema Kdppen modificado pot Garqa (1973) es IS, KW (w)@g, que corresponde a un

1 vorann v osmia dantorsctival can mnea
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oscilacion térmica.
1.4.3.5 Vegetacion

La zona presenta varios tipos de vegetacion con una gran riqueza floristica en cada
uno de ellos. Sin embargo, cabe aclarar que a la fecha la vegetacion ha stdo muy perturbada,
llegando a desaparecer algunos tipos o bien, restringiéndose a pequefios manchones. Segin
Gonzilez-Quintero citado por Mufioz y Lopez (1997) sc presentan los siguientes tipos: a)
Matorral desértico aluvial, b) Matorral crasicaule, ¢) Matorral de Fouguieria, d) Matorral
desértico calcicola, e) Matorral de Jamiperus, f)y Matorral de Encinar y g Vegetacion de

galeria.
1.4.3.6 Suclos

Las unudades taxonomicas detectadas y descritas segln el sistema de clasificacion de
suelos de la FAQO/UNESCO (1988) son: Feozems calcicos, vérticos y héplicos, Fluvisoles
calcicos, Vertisoles haplicos, Regosoles calcaricos, Leptosoles liticos y moélicos y Leptosoles
rendzinicos (Mufioz y Lopez, 1997).
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1.4.3.7 Agricultura

Los princtpales cultivos son alfalfa, maiz, trigo, avena, frijol, jitomates, chiles y
betabel. Hay una pequefia, pero impottante produccion de cultivos restringidos en una
seccion menor del valle (Distrito de Riego 100), que incluye lechuga, col, cilantro, rabano,
ranahotia, cspinacas y perejil. Esta restriccion de cultivos es parte de la regulacton para el
reuso de aguas residuales para la proteccion de la salud.

1.5 EL [ITOMATE (Lycopersicon esculentum)
1.5.1 Anaromia

Fl jitomate (Lycopersicon esculentum Mill) es una planta dicotileddnea petteneciente a la
famulta de las solanaceas (Fig. 2).

1.5.1.1 La planta

La estructura de la planta cs la de un simpodio. Es perenne de porte arbustivo que se
cultiva como anual. La planta puede desarrollarse de forma rastrera, semierecta o erecta, v el
crecimiento es limitado en las vatiedades determinadas e ilimitado en las variedades
indeterminadas, pudiendo llegar, en  éstas Gltimas, a 10 m en un afic Jisquinas-Alcizar y
Nuez, 1995). Aunque el jitomate es una planta herbacea en su etapa inicial de crecimiento,
el tallo se hignifica parcialmente en ctapas posteriores, pero la debiidad de su cuello exige el

empleo de soportes o tutores (Infoagro, 2001).
F.5.1.2 La raty

El sistema radical del jitomate estd constituido por la raiz principal (corta y débil), las
raices secundarias (numerosas y potentes) y las raices adventicias. Seccionando
transversalmente la rafz principal de afuera hacia dentro encontramos: la epidermus, la cual
estd especializada en la absorcion de agua v nutrientes y que generalmente tiene pelos
absorbentes, que son extensiones tubulares de células epidermidicas; el cortex y el clindro
central, donde sc sitia el xilema, el cual forma un sistema tetrarco con cuatro alas en cruz.

1.5.1.3 Talle principal
El tallo tipico tiene de 2 a 4 cm de didmetto en la base y esta cubierto por pelos

glandulares y no glandulares que salen de la cpidermis. Tiene forma de cipula y esta
protegido por las hojas recién formadas.

* Miller en 1754 designé al jitomate dentro del género Lvcopersicon
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El tallo principal forma de 6 a 12 hojas, antes de que la yema principal se transforme
en una inflorescencra. Fl crecimiento subsigmente sc produce a partiy de 1a yema axilar de la
ultima hoja, la cual desarrolla un tallo secundario que crece como una prolongacion del tallo
primario v desplaza lateralmente la wflorescencia. Los sucesivos segmentos del tallo se
desarrollan de forma similar, produciendo una mflorescencia cada tres hojas.

Figura 2. Analomia de la planta del jitomate ( Vomada de Rick, M., 1978).

1.5.1.4 Las hojas

Las hoyas dcl jitomate son compuesta ¢ impanpinnadas. Una hoja tipica de las plantas
cultivadas tene unos 0.5 m de largo, algo menos de anchura, con un gran foliolo terminal y
hasta ocho foliolos laterales, que pueden, a su vez, ser compuestos. Los foliolos son
usualmente pectolados y lobulados irregularmente con bordes dentados y se disponen de
forma alternativa alrededor del tallo. El mesofilo o tejido patenquimatico esta recubierto
por una epidermis superior e inferior (alto ndmero de estomas), ambas sin cloroplastos

{(Infoagro, 2001).
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1.3.1.5 La flor

Ta flor es perfecta, regular ¢ hipdgina y consta de 5 6 mas sépalos y de 5 & mas
pétalos de color amariflo dispuestos de forma helicoidal a intervalos de 135°, con un
numero igual de estambres que se alternan con los pétalos y forman un cono estaminal que
envuclve al gineceo, v de un ovario bt o plurlocudar (Chamarro, 1995). Tas flores, en
namero variable, se agrupan en florescencias de tipo racemoso (dicasio). T.a prumera for
se forma en la vema apical v las demas se disponen lateralmente por debajo de la primera,
alrededor del ¢je prnapal (Infoagro, 2001).

1.5.1.6 Kl fruto

El fruto es una baya b1 o plurilocular que se desarrolla a partir de un ovartio de unos
5-10 mg y alcanza un peso final en la madurez que oscila entre los 5 y 500 g, en funcidn de
la vaﬁedad y las condictones de desarrollo (Chamarro, 1995). Esta constituido por el
pericarpio, el tejido placentario v las semillas. Bl fruto puede recolectarse separandolo por la
zona de abscision del pedicelo (Infoagro, 2001},

1.5.2 Condiciones para el cultivo
1.5.2.1 Exigenciay climdticas

hl manejo racional de los factores climaticos de forma conjunta es fundamental para
el funcwnmcnto adecuado del cultivo, va quc todos se encuentran estrechamente
relacionados v la accidn de uno de estos incide sobre el resto,

- La temperatura Optima de desarrollo oscila entre 20 y 30 °C durante el dia yentie 1 v
17 °C durante la noche; temperaturas superiores a los 30-35 °C afectan a la fructificacion.
Temperaturas mferiores a 12-15 °C también originan problemas en el desatrollo de la
planta. La germinacion de la semilla tiene fugar a valotes Gptimos de temperatura entre
18°C v 24°C. A temperaturas superiores a 25°C e mnferiores a 12°C la fecundacién es
defectuosa o nula. La maduracion del fruto es muy influda por la temperatura en lo
rcferente a la precocidad come a la coloracion, de tal forma que, valores cetcanos a los
10°C asi como superiores a los 30°C originan tonalidades amarillentas.

La humedad relativa Optima oscila entre un 60% v un 80%. Humedades relativas muy
elevadas favorccen el desarrollo de enfermedades aéreas y el agrietamiento del fruto y
difrculta la fecundacion; esta dltima también favorecida con una humedad relativa baja

La lummosidad reducida puede incidit de forma negativa sobre el proceso de la
floracién, fecundacion asi comno el desarrollo vegetativo de la planta.
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En los momentos criticos durante el petiodo vegetativo resulta crucial la interaccién
cxustente entre la temperatura diurna y nocturna y la luminosidad.

El ptomate se desarrolla bien en un amphio rango de latitudes, y es moderadamente
tolerante a la salinidad. Prefiere ambientes calidos, con buena tluminacion y drenaje

(Castilla, 1995).
1.5.2.2 Eixcigencias en suelo

IIl jitomate no es muy exigente, puede crecer en cualquier tipo de suelos
(preferentemente de pH entre 5y 7), excepto en o que se refiere al drenaje, aunque preficre
suelos sucltos de textura silicco-arcillosa y ricos en matena organica. No obstante, se
desarrolla perfectamente en suelos arcilloso arenosos (Infoagro, 2001). Dependiendo de las
condiciones concretas de cada caso, la fertihizacion del jitomate varia notablemente. Es
necesario el analisis previo del suelo (Castilla, 1995).

1.5.3 Métodos para el cultivo
1.5.3.1 E/ cultivo en suelo

El cultivo del jitomate se realiza a nivel de campo en donde para, el cultivo intenstvo
se t:mpled pla,ﬂ[db pr()u:ucﬂtt:b de bemmt:ro no stendo normal en la actualidad la siembra
directa, que solo se emplea en algunos casos en cultivo extensivo. Hoy en dia, el alto costo
de la semilla ha generalizado el uso de huecos prensados con turba, macetitas de papel o
plastico rellenas de sustrato, bandejas de alvéolos o procedimientos sumilares para
transplantar con cepellén. A los 30-35 dias de la siembra, la planta, con tres hojas verdaderas
(unios 12 cm de altura) estd en condiciones de transplante (Anizona’s College of Agriculture,

2000; Castilla, 1995).
1.5.3.2 Ef cultzvo en hidroponia

El cultivo del jitomate también se realiza cn sistemas sin suelo (hidropénicos), estos
tiencn una gran sensibilidad ante cualquier modificacién mtroducida, lo que permite una
conduccidn facil y rapida en respuesta, que se traduce en una optimizacion de resultados st
el desarrollo es cortecto. Los sustratos inertes son mas faciles de manecjar que los que tienen
algin tipo de actividad, dentro de los cuales se emplea la arcna, la petlita, agrolita, tezontle,
tierra volcanica, turba, corteza de pmno y fibra de madera (Abad, 1995). Al disefiar la
soluctén nutritiva, se debe cuidar el equilibrio y concentracion de sales a fin de aportar
elementos minerales neccesarios en cantidades capaces de satisfacer la absorcidn dptima.

(Anizona’s College of Agriculture, 2000; Canovas, 1995).
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1.5.4 Plagas

1.5.4.1 Avaros

Se han censado como plagas del tomate tres especies de grupos taxondmicos y
catacteristicas bien diferenciadas, en las regiones templadas y calidas. De ellas Aculops
lycopersici es la mas especifica, Pofyphagolarsonemus latus 1a menos frecuente —excepcion hecha
de ambientes tropicales y subtropicales- y Tetranychus urticae la mas extendida, polifaga y con
mayores repercusiones para el cultivo.

1.5.4.2 Insectos

Con el nombre vulgar de “moscas blancas” se conocen a espectes de la familia
Aleyrodidae cuyos adultos tienen el cuerpo tecubierto de una fina capa de polvillo blanco
de aspecto harinoso. Dos especies tienen particular significado cn ¢l cultivo del tomate:
‘Trialenrodes vaporariorem (la mosca blanca de los invernaderos) y Bemesia fabacd (la mosca
blanca del tabaco).

1.5.4.3 Pulgones

Un amplio numero de especies de orden Homoptera, pertenecientes a la famiha
Aphidae, se asocian con mayot 6 menor grado de mtmidad e incidencia, al cultivo del
jitomate: el pulgdn verde del melocotonero (Mygus persicae), el pulgdn del algodonero (Aphis
gossypri), el pulgdn de las habas (Aphis fabae) y el pulgdn de los mnvernaderos o pulgdn verde

de la papa (Macrospphun eaphorbiae).
1.5.5 Importancia econdomica

El jitomate es una de las hortalizas de mayor consumo a nivel mundial alcanzando el
segundo lugar, unicamente rebasado por ¢l cultvo de papa (Tabla 1). Fin los altimos cuatro
afios la produccién mundial practicamente se ha mantenido estable, con un nivel promedio
anual de mas de 90 millones de toneladas.

De acuerdo a estadisticas de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (IFAQO), los seis principales paises productores de jitomate
obtienen aproximadamente 57% de la produccién anual. A nivel mundial, México destaca
por ser uno de los primeros cxportadores de esta hortaliza, cuyo destino principal son los
Estados Unidos. En 1999, de acuerdo con los datos del Foreign Agricultural Service del
USDA, BEstados Unidos importé 615 mil toneladas de jitomate fresco de otigen mexicano,
lo que representd el 83% del volumen total que importé de esta hortaliza en ese afio. Cabe
destacar que de enero a septiembre del 2000, Estados Unidos habia importado 457 mil
toneladas de jitomate fresco mexicano.
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Tabla 1 Principales paises productores de jitomate 1994-2000% (millones de toneladas)

[ PAISES ][ 1994 ][ 1995 [ 1996 | 1997 | 1998 ][ 1999 | 2000 |
[ China [ 1203 ][ 1317 || 1554 | 1637 ][ 1710 | 1790 | 1835 |
[ BuUA [ 1213 [ 172 | uago [ 7o ][ weo1r 1325 | 1325 |
j iz [ 513 N 517 | 655 || 526 | eou || 709 | 709 |
[ Turquia [ 635 [ 725 | 730 [ 730 | 58 | 660 | 660 |
{ FEgpte I 501 | 503 | 504 || 504 | 575 I 590 || 595 |
| India || 480 ][ 500 I 500 || 500 [ 545 || 545 || 545 |
[ Subtotal || 4545 || 4734 || 5111 || 5067 | 5076 | 5619 || 56.69 |
|  Owos || 3581 || 3760 | 3762 || 3775 | 436 | 43.03 || 4244 |
| Total Mundial || 81.26 || 8494 | 8873 | 8842 | 9212 | 9922 | 9913 |

*Hlaborado por el Centro de Estadistica Agropecuatia (CEA), SAGARPA, con datos de la FAO
1.5.5.1. Produccion nacional,

El jitomate es una de las principales hortalizas que se producen en México (Tabla 2).
Durante el afio agricola 2001 (30 de noviembre del 2001), se coscchd ¢l 84% de lo esperado
de una superficie de 76,224 has secmbradas a nivel nacional cn donde se levanto una
produccion de 1,789,402 toneladas, con un rendimiento promedio nacional obtenido de
28,591 toncladas por hectitea, en cultivos de tiego como de temporal (Servicio de
Informacion y Estadistica Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), 2001).

Tabla 2. Produccion de jitomate (Toneladas), de 1995 a Primavera-1 erano 2001
| ESTADOS || 1995 || 1996 | 1097 | 1998 || 1990 | 2000" | 2001 |
} Sinaloa || 845406 | 800,125 | 666911 || 896,288 || 801,600 || 830,037 ] 20,633 |
| |
|

Baja California || 289,695 |[ 318,335 | 468,270 |[ 480,383 ][ 459,603 |[ 202,612 | 60,492
Michoacdn || 93,712 || 116873 |[ 114816 J[ 173455 || 274,958 | 241,850 | 59,269 ]
San Luis Potosi || 121,950 || 154306 |[ 1095555 ][ 139316 || 179320 |[ 176,315 | 121,645 |

| Jalisco I 50,147 [ 59,154 | 60571 |[ 82720 | 134222 || 102,852 ][ 15062

[ Nayart  |[ 90559 [ 95154 | 37655 |[ 56464 || 785890 | 75621 | 77 |
| Subtotal ][ 1,491,469 | 1,544,181 || 1,457,778 || 1,828,626 || 1,928,292 || 1,629,287 || 277,178 ]
| Otros [ 454,573 [ 471,071 | 478092 || 446,542 |[ 500,821 || 541,054 || 183,010 |

| Total [ 1,946,042 ][ 2,015,252 | 1,935,870 || 2,275,168 |[ 2,429,113 i| 2170341 || 460,188 |

1Elaborado por el Centto de Estadistica Agropecuaria (CIZA), SAGARPA, con datos de 1a FAQ. 2llaborado por el
Setvicio de Informacién y Estadistica Agroalimentaria ¥ Pesquera (SIAP), con informacion de las delegaciones de Ia
SAGARPA en los estados (STACAPW).

A nivel de afio agricola el estado de Sinaloa, que contribuye con el 38%, continta
manteniéndose como el principal productor a nivel nacional de fitomate (pese a los reportes
de la cosecha primavera-verano del 2001), le sigue Michoacin con 11.3%, Baja California
9.4%, entre otros.
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Las épocas altas de cosecha de jitomate del otofio-invierno ocurren de febrero a abril,
mientras que la recoleccion de Primavera-Verano se realiza principalmente en los meses de
septiembre a diciembre.

Los principales estados productores que aportan alrededor del 61.7% de la
ptoduccién de jitomate a nivel nacional son: Michoacan 20.4%, Baja California 17%, San
Luis Potosi 15.1% y Jalisco 9.2%.

JUSTIFICACION

... Considerando la importancia de las rizobacterias promotoras del desarrollo vegetal, la
postbilidad de que aquellas que se encuentran en sitios contaminados scan mas resistentes y
por tanto tengan mayor posibilidad de sobrevivir en diferentes tipos de suelo al ser
introducidas como biofertilizantes, asi como la importancia econdmica del jitomate, se
plantearon los sigutentes objetivos:
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OBJETIVO GENERAL

Seleccionar e identificar tizobacterias asladas de cultivos regados con  aguas
residuales, con capacidad para producir fitohormonas y que promuevan ¢l desarrollo del
ntomate (Lycopersicon esculentury).

OBJETIVOS PARTICULARES

* Comparar cuantitativamente la poblacton de cuatro grupos de rizobactetias
(Psendomonas, Agospirillum, fyjadoras de nmitrégeno de vida libre y solubilizadoras de
féstoro) presentes en la rizosfera de dos leguminosas y dos gramineas.

¢ Asslar nzobacterias promotoras del desarrollo vegetal pmccdcnth de cultivos
diferentes al jitomate, regados con aguas te51duales asi como rizobacterias de
jitomate regado con aguas blancas. o

® (Comparar el efecto de las cepas aisladas sobre el desarrollo del jztomate ba]o
condiciones controladas. '

¢ Seleccionar rizobacterias promotoras del desarrollo del jitomate.
¢ Seleccionar tizobacterias productotras de auxinas.
¢ Tivaluar el potencial biofertiizante en suelo de las rizobactenas seleccionadas.

¢ Jdentificar las nizobacterias seleccionadas.
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2. MATERIALES Y METODOS

ko it B

TESIS CON |
FALLA DE ORIGEN

Figura 3, Diagrana General de la Metodologia.

21 MUESTREO

Bl muestreo se realizé en dos localidades: a) en cultivos del Valle del Mezquital,
Hgo., y b) en zonas de cultivo de jitomate en Celaya, Gto.
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2.1.1 Muestreo en ef Valle del Mezquital, Hidalgo

- Los sit10s de muestreo se localtzaron en el Distrito de Desarrollo Rural 063, ubicado
en el Valle del Mezquital (Fig, 4); en el cual se seleccionaron 11 sitios sometidos a riego con
aguas residuales, por diferentes periodos de tiempo (Tabla 3) v 3 sitios control, regados con
aguas blanms :

Tabla 3, Silios de muestree en suelos del Distrito de Desarrollo Rzmzz’ 063,
en ol Vialle del Megquital, Hidalso.

No. SITIO DE TIEMPO DE RIEGO | CULTIVO(S) - FECHA DE L
EN MUESTREQ _CON AGUAS MUESTREQ
MAPA || - ' .- RESIDUALES
: ___(ANDS) }
1 Quemthi * A 90 Medicagn sativa, Zea nrays y - 23-agosto-1997 ‘
o o Phaseoluy votfparis ,
L2 Caxuxi || - 90 I Medicago sativa | 13-fcbiero-1998 |
| 3 || SanSalvador ]f ' 90 I Medicago sativa | 16-ocrubre-1998 |
| 4 |  "Boxthdi | 80 I Medicago sativa | 13-febrero-1998 |
| 5 ' Motovatha ]i ' 70 H Zea mays | 29-mayo-1998 |
| 6 ][ TiBondhé | 50 \ Zeamaysy DPhaseolus rulgaris | 16-ocmbre-1998 |
7 | Demacii I 25 I Medicago sativa y Zea mas | 29-mayo-1998 |
E Tepatepec * 7 Medicagn saiiva y Phaseolus wilgaris || 23-agosto-1997 |- :
E patep s y L 23ag 7
! 9 H Denganzhi * :H 7 E[ Lagmays ” 23-agosto-1997 |10 _
| 10 || Teepango || 6 i Avena sativa | 13- ‘rebre:rkl‘?% B (ﬁ;hj:‘i L
{ 11 || TLaTumba ]l 2 ik ' ovena saiiva || 13-fobrers-1998 _ ‘.
| 12 I Denganzhi* :H 0 |L Zea mays H 23-agosto-1097
| 13 I Pauia Nueva || 0 i Medivagn sativa ||_13-febrero-1998 ‘]i
| 14 || DBahia de Cortéz || 0 | Medicago sativa | 29-mayo-1998 B :

*Sttios gque solo se consideraron en el aislamiento de rizobacterias.

2.1.1.1 Toma de muesiras de plantas y suel.

Lin cada sitio. se recolectaron diez pl'mtas con raices de los cultivos cxistentes (Vea
mays, Avena sativa, Mﬁdzmqa sativa 'y Phaseolus vulearis). Para tomar las muestras sc usaton
bloques de suclo de 25 cm’. Las plantas junto con las respectivas muestras de suelo, sc
colocaron en bolsas de plastico y se conservaron en refmgemczon (5-10°C) hasta su
procesamiento en el laboratorio. :

2.1.1.2 Aﬂdlz’m' ﬁd_z‘msj_ y quiniicos de suelos en la zona de estudio.

‘Las muestras fueron secadas al aire vy tamizadas con luz de malla de 2 mm.
Posteriormente se realizaron los andlssts fisicos y quimicos expresados en la Tabla 4.
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Tabla 4. Andlisis fisicos y gutimicos del suelo.

ANALISTS* | METODO I REFERENCIA ,l
‘ Reaccion at HCI (10%) | | |
} Textara h Bouyoucos 1 Gavande, 1979 \
\ Densidad aparente (D.A) | probeta i Gaucher, 1971 l
] pH (suclomagua, 1:2.5) TI_ potenciométrico H Jackson, 1976 J
‘ Materma organtca (M.O.) 3 | Walkley and Black | RuizyOrtega, 1979 |

*Anexo 1
2.1.2 Muestreo en Celaya, Guanajuato

Considerando que en este estudio se empled al jitomate (Tcopersicon escrlentum) como
hospedero, se decidié Hevar a cabo un muestreo (ver scccion 2.7.7.7) de plantas de jitomate
desarrollado en suelos de Celaya, Guanajuato; posteriormente se reahizé el aislamiento de
rizobacterias de cstas plantas.

22 CUANTIFICACION DE CUATRO GRUPQOS DE RIZOBACTERIAS:
Pseudomonas, Azospiriflum, fijadoras de nitrogeno de vida ILibre y fosfobacterias
sofubilizadoras

La cuantificacion se llevo a cabo en § sitios regados con aguas residuales v 2 sitios
control, regados con aguas blancas; ésta se realizb mdividualmente en cada planta. Para eflo,
las raices se separaron del suelo, el cxceso de éste se elimind por sacudimiento,
posteriormente v bajo condiciones de asepsia, se efectud el procedimiento indicado cn la
Figura 5. Para determinar el nimero de m1cr00rgamsmox Vﬂblﬁ:b/ g de taiz, se utiizd ¢l
método de dilucioén y stembra en tubo o en placa vertida. En los primeros se determind el
wdimnero mas prm)abie (NMP) de Azospiriim, v en placas las untdades formadoras de
colonias (UFC) (Fig. 5). Tin los tubos sc empled el medio de cultivo Nfb semisdlido
(Tatrand e af, 1978) y en las placas sc utilizaron cuatro tpos de medios de cultivo
selecttvos. En la [abla 5 se muestra los medios de cultivo v condiciones de mcubacion
empleados. De cada dilucton, ta inoculacion se hizo en placa por duplicado y en tubo por
trplicado.

En el caso de tubos se consideraron como postitvos a aquellos que presentaron las
caracteristicas tipicas de <Azogpindium. alcalinizacion del medio v formacion de una pelicula
blanca de 2-3 mm por debajo de la supetficie del medio-(Larrand ez 2k, 1978). Tin el caso de
las placas con Waksman 77 se consideraron todas las UFC dceaxmlladaﬁ Iln tanto que, en
los otros medios de cultivo, sélo se registraron .como UFC a aqucﬂas que presentaron la

produccion tipica de pioctanina o fluoresceina (Psm(faﬁm;zm) o las que mostraron el halo de
so]ubﬂuaca;on O ﬂmlemhzqcmn de tosforo (fostobacterias).
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Figura 5. Cuantificacion de rizobacterias

Extraer el sistema radical ———_ Sacudir el sistema radical para eliminar el exceso

MATERIALES Y METODOS

de suelo
Pesar 10 g del sistema radical

Cortar fragmentos de raiz
- (5-10cm)

BIOL. ROSALBA ESQUIVEL COTE

(1)
Transterir a 90 ml de SSI esteril
v agitar a 200 rpm / 30 minutos

| L |
| ( o ' l
B U T U

(
07
0
TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

2 3 i -5 i -7 - i}
e e A Psendosonas

f; Juts }5};’")5 Fi ’f; [Exs sl

g " o Fijadoras ds nirogens de vida ke
) Gt e Solubilizaderas de (sloro |

30



MATERIALES Y METODOS

Tabla 5. Condiciones de inoculacion e incubacion en la cwantificacion de rizobaclerias.

RIZOBACTERIA MEDIO DE CONDICIONES DE
CULTIVO* INCUBACION
[ Psendomonas I King Ay King B 7' 28°C, de 22 7 dias |
| Aszospirilium Il Nfb (semisdlido) || 34°C de 1 a 3 dias I
Bacterias fijadoras de nitrogeno de vida Waksman 77 28°C, de 7 a 10 dias
hibre
] Solubilizadoras de fésforo [ Ramos-Callao || 28°C, de 22 7 dias |

¥Anexo 2

2.3 AISLAMIENTO DE RIZOBACTERIAS: Pseudomonas, Azospirillum, fijadoras
de nitrogeno de vida libre y solubilizadoras de fosforo

Del desarrollo obtenido a partir de la rizosfera de cada cultivo en estudio se tomaron
5 tubos positivos v 5 placas de cada uno de los medios selecttivos (Tabla 5). Tl crecimiento
bactertano obtemdo en tubos fue transferido a placas, lo que permitio la separacidon de
colonias. Posteriormente de cada placa se seleccionaron numerosas colonias y se procedid a
su aislamiento. En la selecctdn de colonias se considerd su forma, elevacion, textura,
opacidad y, en algunos casos, la produccion de pigmentos (Smibert y Krieg, 1981), y ademas
que representaran los tipos mas abundantes.

2.3.1 Purificacion de cultivos bacterianos

Se realizé por la técnica de vertido y estriado en placa (Psewdomonas, Asospirillum,
fijadoras de nitrogeno de vida libre v fosfobacterias). En la 'T'abla 6 se muestran los medios
de cultivo y ttempos de incubacion empleados para cada rizobacteria. Se tomé una colonia
de las UFC presentes en placas con los medios de cultivo selectivos, 1a cual fue suspendida
cn un tubo de ensaye con 1ml. de SST esténl; posteriormente se estriaron cn placas con los
medios de cultivo indicados, el procedimiento se repitié tres veces. En cada ocasion se
realizaron observaciones microscdpicas y observaciones de caracteristicas culturales, lo que
permittd vertficar su pureza (Stucki ez 2/, 1984).

Tabla 6. Condiciones de incubacion para la purificacion de cultivos.

RIZOBACTERIA MEDIO BDE CULTIVO#* CONDICIONES DE -

. o e INCUBACION
] Psevdomonas ” Agar Cetrimida ” 28°C, de 2a 7 dias |
i Azospirilium i Gelosa Nutritiva I 34°C de 12 3 dias |
Bactertas fijadoras de nitrégeno Sacarosa Agar con nitrdgeno 28°C, de 7a 10 dias '
de vida libre (Lipman)
| Tosfobacterias solibilizadoras || Gelosa Nutritiva I 28°C, de 2 a 7 dias |
*Anexo 2.
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2.3.2 Conservacion de cepas

Una vez confirmada la pureza sc verifico la actividad de cada cepa empleando los
medios selectivos, asi como las condiciones de incubacidon indicados en la Tabla 5.
Postetiormente se conservaron en tubos con medio de culttivo inclinado, empleando para
ello Gelosa Nutritiva para Psewdomonas, solubilizadoras de fostoro v Agospirillum, para cste
ultimo; también se empled el medio de cultivo Nfb semisdlido; medio Lipman sin
nitrogeno para fijadoras de nitrdégeno de vida libre. Se sembraron por trplicado y se
consetvaton cn refrigeracion (4-10°C).

2.4 SELECCION DE CEPAS PGPR DEL JITOMATE BAJO CONDICIONES
CONTROLADAS

La seleccion se hizo con base en los siguientes crtertos (Fig. 6):

e Capacidad para promover el desarrollo del jitomate a 35 y 70 dias de
desarrollo. Este involucrd dos etapas: a) la estandatizacion de la metodologia
para la produccion de moculantes y b) la determmacion del efecto de PGPR sobre
el crectmiento de jitomate.

¢ Capacidad para producir auxinas. Pata cllo sc emplearon dos métodos: a)
Método de Bric, ef af (1991), conoctdo como Téenica de Ensayo rapido i situ
sobre una Membrana de Nitrocelulosa, y b) Método de Gordon y Weber (1951),
mediantc la reaccién de Salkowski.

2.4.1 Capacidad para promover el desarrollo del jitomate
2.4.1.7 Listandarizacion de la metodologia pava la oblencion de inoculantes

Ia hteratura indica que para probar el efecto de PGPR se utilizan cultivos que se
encuentren cn la fase logaritmica de crecimiento por lo que se procedid a establecer dicha
fase en cada una de las cepas a probar, asf como su tiempo de generacion.

Cinética de desarrollo en tres grupos de rizobacterias: Agospiriluwy, fijadoras de nitrégeno de
vida libre v solubilizadotas de fosfora. De los cultivos activos de cada cepa, se transfiné una

asada a medios de cultivo liquidos (100 mL), estos se incubaron en agitacion a 200 tpm por
48 h, después en cada cultivo s€ ajustd la poblacién a 10 Unidades Klett (UK), mediante Ja
adicién de medio de cultivo esténl, en un nefelémetro Klett-Summerson con filtro verde.
Posteriormente a parttr de esta suspension se inoculd un mattaz nefelométrico (100 ml. de
medio) con 1 mL del cultivo y se tomd como tiempo cero. La temperatura de incubacton
fue de 28°C, para fijadoras de nitrégeno de vida libre y fosfobacterias, y de  34°C para
Agospirilinm.

|
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Para las solubilizadoras de fésforo, se empled ¢l medio antes indicado, en tanto que
para fijadoras de nitrégeno y Asosprrillum se utlhizo el medio Lipman y Malato sales liquido
mas biotina {(como factor de crecimiento), respectivamente (Anexo 2). Postetiormente se
realizaron lecturas en UK hasta observar la fase estacionaria en desarrollo de cada cepa.

*Bioensayos (B} en sistema hidropénico **Bivensayo en suelo TESES G@}g’ "

ATA=4cido indol-3-acético, AG=dcido giberélico FALLJ% DE GREGEN !

Figura 6. Diagrama de la seleccion de cepas PGPR de jitomate.
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|I

Tiempo de generactén. Hsta se determiné mediante la siguiente f6rmula:

(N1} (27) = Nt donde; Ni = ndmero inicial de células
log Nf = log N1 + = (log 2) 2 = duplicacion cn cada generacién
log N1 = log Nf — z (og 2) z = numero de generaciones
z = log Nf-log Ni / log 2 Nf = niimero final de células

Inoculantes. Los moculos se obtuvieron segin los resultados en la cinética de crecimiento.
En la fase logaritmica, de cada cultivo, se determiné la absorbancia, en unidades Klett y se
procedio a usatlo como ndeuto.

Control de calidad de los indculos v de Ia técnica de inoculacton. Para determinar las UFC
por miliitro de mdéculo y por semilla inoculada, sc aplicd el método de ditucidn y vertido
en placa, empleando como medios de cultivo: Gelosa Nutritiva (Pseadomonas, Asospirilfum),
Lipman (fijadoras de nitrogeno de vida libre) y Ramos Callao (solubilizadoras de fosforo).
Para determinar las UFC/semuilla se tomaron 10 semillas de cada indculo.

2.4.2 Detertninacion del efecto de PGPR sobre el crecimiento de jitomnate

Sc hizo a través de 6 bioensayos. La seleccién comprendid 3 bioensayos que se
realizaron por el método de bolsa; la evaluacion se realizé a los 35 dias. T.a confirmacion del
efecto de las cepas seleccionadas incluyé dos bioensayos, uno de 35 dias (B4) y otro con
duracién de 70 dias para evaluar si los cambios observados a nivel de plantula permanecen
o se desvanecen en etapas de maduracion del cultivo, asi como su posible efecto en la
produccidn (B5). Con base en los resultados de B4 y B5 se seleccionaton tres cepas que
fueron probadas en un sexto bicensayo (B6), en el que se confirmé el efecto de las cepas en
presencia de suelo, experimento que se condujo hasta produccion. En la Tabla 7 se indican
las variables que se evaluaron en los diferentes bioensayos.

2.4.2.1 Inoculacion de semilias

Se utthzd semilla certificada de jitomate de crecimiento indeterminado, tipo saladetic,
variedad Lucas. Las semillas se lavaron 15 veces con agua esténl para eliminar el fungicida y
se sumefgieron en 10 mlL de la suspensién bacteriana correspondiente o en medio de
* cultivo estéril (testigos), en donde permanecieron por una hora a temperatura ambiente.
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2.4.2.2 Determinacion del efecto de la inocutacion sobre la germinacion de lus semiflas

En condiciones de asepsta se tomaron 10 semillas de cada tratamiento y se colocaron
en cajas de Petrd estésiles que contenfan papel filtro hamedo; éstas se mncubaron a 28°C en
oscuridad por un periodo de 6-7 dias.

2.4.2.3 Riegn

En todos los bicensavos hidroponicos, después de la stembra, la humedad se
mantuvo con agua corriente esténl durante los primeros 7 dias.

Posterior a la germinacidn y después de 10 dias, se empled la solucidon nutritiva
recomendada por Gonzalez (1994) (Anexo 2 a 50% de concentracion, y después de los 15
dias de desartollo se empled a concentracion completa.

Hl riego sc realiz6 cada tres o cuatro dias (segun las exigencias del cultivo). Para evitar la
concentracion de sales en las umdades cxperimentales cada 15 dias se procedid a regar con
agua corriente estérl

2.4.24 Comprobacion de infeccion de cepas PGPR en rafces

A 35 dias de desarrolio, bajo condiciones de asepsia, se extrajo of sisterma de la raiz y
se macerd en tubos con SS8T estéril. A 70 dias de desarrollo, bajo condiciones de asepsta, se
eliminé cl cxceso de agrolita del sistema radical y se tomé 1g, ol cual sec macerd en tubos
con SSI estéril. Posteriormente se tomo una asada v se estraron en placa (Psexdonionas,
fyadoras de nitrégeno y sclubilizadoras de f6sforo) o se sembrd en tubos para el caso de
cepas de Azpspirillum, con los medios selectivos v condiciones de incubacidn especificados

en la Tabla 8.

Tabla 8. Condiciones de inoculacion ¢ incubacion en la comprobacion de infeccion de cepas PGPR en razces

de jitomule.
RIZOBACTERIA 1 MEDIC DE CULTIVO* CONDICIONES DE
| INCUBACION

] e Piendomzonas §| Agar Cetrimida “ 28°C, dc 22 7 dias |
I Azospirillum H Nib (semisdhido) “ 34°C de 1 a 3 dias i

" “Bacterias frjadoras de Lipman 28°C, de 7 a 10 dias

nitrogeno de vida libre
Solubilizadoras de tdstoro Ramos-Callao con glucosa y fostoro 28°C, de 24 7 dias
inorganico (K,HPO, 10% y CaCl, 10%)

*Anexo 2
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2.4.2.5 Bioensayos 1, 2y 3

En estos se evaludé un total de 49 cepas, en ellos se compard el cfecto de 27
rizobacterias aisladas de diferentes cultivos desarrollados en suelos regados con aguas
residuales, con el de 11 rizobacterias asladas de la tizosfera de Lycopersicon esculentum, asi
como con 11 cepas de referencia. La clave y procedencia de estas altimas se describen en la

Tabla 9.

Tabla 9. Cepas de coleccion de referencia empleadas en la seleccion de cepas PGPR.

RIZOBACTERIA I CEPAS Il PROCEDENCIA |
Azospirillum brasilense | Cdy Sp7 I ATCC 29710 y 29145 |
Agospirilum brasilense Il VSS9, V87, C4 y Pox i Laboratorio de Microbiologia
Aszaspirilinm lpofernm VSi1 Experimextltal (incultad de

Quimica, UNAM)
Bacterias fijadoras de nitrégeno | T2P10Az, S5BE, R2P2B y R1B Colegio de Postgraduados
de vida libre (no identificadas) {(Montecillos, México)

Condiciones de_cultivo. Se utilizaron bolsas de polietiieno negras (20x15cm); cada bolsa
contenia una hoja de papel filtro estéril, doblada por el centro formando un canal, cn donde
se¢ le hicieron dos pequefias perforaciones; se humedecié con agua esténl, y bajo
condiciones de asepsia se colocaron dos semillas (Fig. 7). T.as bolsas se colocaron en
) v 70 % de humedad

. ~ o ;
soportes y se colocaron en el invernadero a 30/18°C (dia/noche

relativa.

[ N—

Papel filtro

Bolsa —»

Figura 7. Método de la bolsa.
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2.4.2.6 Bigensayos 4 y 5

En csta fase se probaron 28 cepas que fueron seleccionadas por su capacidad para
promover el desarrollo vegetal en los bioensayos 1, 2 y 3, asi como su capacidad para
productr auxinas. os bioensayos 4 y 5 sc instalaron simultineamente. En estos casos la
poblaciéon microbiana de los indculos se estandarizd a una absotbancia (560 nm) de 0.017 a
0.019 para Psexdomonas; 0.026 a 0.029 para fijadoras de nitrogeno y solubilizadoras de
fosforo, y de 0.007 a 0.009 para Agospiri/fum; para ello se utiizd un cspectrofotémetro
Pharmacia Ultrospec 3000.

Condiciones del cultivo. Tin el bioensayo 4 se Hevdé a cabo la confirmacion  del
comportamiento de las cepas seleccionadas en la primera seleccién por lo que se realizd
bajo las mismas condiciones de cultivo y a 35 dias de desarrollo. Para tener mas
mformacién respecto al efecto de las cepas seleccionadas como PGPR sobre ¢l desarrollo
de plantas de jitomate, en el bioensayo 5 se realizé el seguimiento de tres variables (altura,
numero de hojas y diametro de tallo) a diferentes tiempos, hasta los 70 dias de desarrollo.
Para ello se utilizatron macetas de 12 I. de capacidad con agrolita inerte como soportte, la
cual se humedecid con agua estéril, v bajo condiciones de asepsta, se colocaron dos semilias
por maccta a una profundidad de 1.5 cm aproximadamente. Tas macetas se cubrieron con
papel kraf y se colocaron en el invernadero a 30/18°C (dfa/noche) y 70 % de humedad
relativa.

2.4.2.7 Bioensayo 6

Sc emplearon tres cepas que presentaron diferencias estadisticamente significativas en
el mayor nimero de varniables del bioensayo 5.

Suelo. HI suclo fue colectado en Alfajayucan, Hidalgo. Para realizar los andlisis fisicos y
quimicos del suelo, expuestos en la Tabla 10, se tomd una muestra y se secé al aire bajo la
sombra. Posteriormente se tamizd por una malla de 2 mm.

Pertilizacion. La dosis empleada se caleuld por el método de Morgan (SARH, 1977) en
funcién de los analisis fisicos y quimicos del suclo.

Tratamientos. Cepa 1 + Fertdizacion Media, Cepa 2 + Fertilizacion Media, Cepa 3 +
Fertthzacion Media, Testigo con Fertihzacion Media (TFM) y Testigo con Fertilizacion
Completa (T'FC).
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Tabla 10. Andlisis fisicos y quinicos del suelo colectado de Alfapayucan, Hidalgo.

| ANALJISIS* H| METODO jIE REFERENCIA |
[ Reaccion al HCL (10%) || I |
| Color | Tablas de Munsell I |
| Textura I Bouyoucos ” Gavande, 1979 |
| Densidad aparentc (D.A) | probeta Jr Gaucher, 1971 l
| Densidad real{D.R.) I picnometro J[ Gaucher, 1971 |
l Porosidad (P) [ Relacién de densidades || Gauchet, 1971 |
| pil (suclonagua, 1:2.5) I potenciométrico Il Jackson, 1976 f
| pH (suelo:CaCl, 0.05M, 1:2) ]I potenciométtico H Jackson, 1976 - l
[ Materia orginica M.O.) || Walkley and Black I Ruiz y Ortega, 1979 |
I Nitrbgeno total (NT) i macro-Kjeldhal i Ruiz y Ortega, 1979 ]
| Féstoro total (P'1) I vanadato de Amonio | Cajuste, 1986 |
| Na', K, Ca'', Mg"' I flamometria || Dominpuez y Aguilera, 1984 |

*Anexo 1.

Condiciones del cultivo. Hl método de siembra utilizado fue por almacigo, para el cual se
utilizaron 5 charolas de germinacién de plastico negro, con 15 huccos cada una Se
desinfectaron con alcohol al 70% y como soporte se empled turba inerte {tutba rubia de
Sphagnam, PRO-MOSS “TBK”).

Siembra. Se coloc una semilla a lem de profundidad, por cada hueco en las chatolas de
germinacton, con la turba humedecida previamente con agua filtrada. Posteriormente se
colocaron en ol mvernadero a2 30/18°C (dia/noche) y 70 % de humedad relativa,

Iransplante. Bl transplante se levé a cabo a los 35 dias de desatrolio, cuando las piantulas
presentaron una altura de 10 a 15 cmy y se colocaron en macetas de § L de capacidad con
suelo no estérl

Riego. Durante el almicigo, las charolas se colocaron en palanganas para realizar asi el riego
pot la parte inferior, el cual se llevé a cabo con agua estéril. Postertor al transplante ¢ riego
se realizd con agua de la llave.

2.4.2.8 Diseffo experimental

En todos los casos se empled un disefio unifactorial completamente aleatotizado con
un o=0.05. Fn las variables donde se encontraron diferencias significativas se empled la
prucba de comparacion miltiple de Tukey. El analisis estadistico se efectud con el paquete
estadistico SPSS V.9.

BIOL. ROSALBA ESQUIVEL COTE 39




MATERIALES Y METODOS

2.4.3 Capacidad de rizobacterias para producir auxinas
2.4.3.1 Téenica del Finsayo Ripido in situ sobre una Membrana de Nitrocelulosa (Bric ef al., 1997)

La siguiente técnica fue modificada por Tsuzuki y Tuna, quicnes sustituyeron el
medio de cultivo de Agar Luria Bertani por medios de cultivo especificos para cada grupo
de nizobacterias, e tmocularon directamente sobre una membrana Millipore; a cada medio se
le agregd triptofano (0.01g/100ml). La incubacidn se hizo hasta obtener el desarrollo de
colonias de (.5 a 2.0 mm de didmetro. De cada placa se removié la membrana y se coloco
cn cajas de Petti que contenian papel filtro humedecido con 2.5 ml del reactivo de
Salkoswski modificado por Bric & @/ (Anexo 2) durante 20-30 minutos a tcmperatura
ambiente. Las rizobacterias productoras de sustancias parecidas al acido indol-3-acético
(ATA) se identificaron pot la formacion de un halo rojo alrededor de la colonia.

2.4.3.2 Reaccion de Salkowski (Gordon y Weber, 1951)

Se obtuvieron los moculos segun se muestran en la Tabla 5. Posteriormente sc
centrifugaron 5 ml. del cultivo. A un mL del sobrenadante se le agregaron 4 ml. del
reactivo de Salkowski (Anexo 2). Después de 30 minutos se desarrolld un color rosado el
cual se midié en el espectofotometro, a una absotbancia de 530 nm  (Sarwan y Kremer,
1995).

2.4.3.3 Cuantificaciin de fitehormonas (dcido indol-3-acético y giberelinas) por HPLC ?
Con base en los tesultados derivados de los bioensayos, asi como la determunacion de
auxtnas, se decidié confirmar la produccién de ALA v evaluar la produccion de giberelinas

por un método mas sensible.

Obtencion de los moculos. Ein la Tabla 11 se muestran las condiciones de cultivo para la
obtencidn de los mdculos en la cuantificacion de fitohormonas por HPLC.

Obtencion de extractos. Fn la Figura 8 se muestra la metodologia que se siguid a partir de
la reportada por Tien ef 4, (1979) y Crozier ef al, (1988).

Estandares de acido indol-3 acético v dcido giberélico. Se prepararon soluctones de AIA y
acido giberélico (AG), ambas a una concentracion de 100 ppm, en metanol (grado HPT.C).

* Hight Performance Liquid Cromatography.
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——

Cuantificacion de fitohormonas. Se empled un cromatégrafo Beckman con un “loop™ o
volumen de 20 pl. una columna C,ODS-DDAPS de fase reversa {Ultrasphere analitica),
con un tamafio de particula de 5 um y un tamafio de columna de 4.6mm x 25cm, la
velocidad de fluyjo fue de 1 mL/min. La fase mévil fue metanol-agua (35:65) hasta los 20
min. Posterior a este tiempo la fase fue metanol (100%). Todas las muestras fueron
analizadas a temperatura ambiente.

Tabla 11. Obtencion de inocatlos para la cuantificacion de fitohormonas.

- GRUPO MEDIO DE CONDICIONES ACTIVACION || ADAPTACION PROPAGACION
MICROBIANO CULTIVO DE INCUBACION
LIQUIDOS*
I: DPseudomonas || KingB || 28°C/ 200 rpm || 48 horas ”: 48horas I|  24horas |
| Acospirim || Tyler Il 35°C/ 125rpm || 72 horas |r 48 horas || 72horas |
Fijadoras de Lipman 28°C/ 200 rpm 5 dias 5 dias 10 dias
nitrogeno de vida
libre

*Los medios de cultivo fueron adicionados con Dl-Trptofano (100 pg/L) Los medios Lipman y Tyler (Jain v
Patriquin, 1984) fueron ademas adicionados con una fuente de nitedgeno (INFILCl 1g/1)

2.5 IDENTIFICACION DE LAS RIZOBACTERIAS SELECCIONADAS

,
a cabo en dos eta ediante la caracfertzacior

ci\

Se e
foIoNp I 64"

ag- a4} v
as. aj 1.

v

nrimaria de cada orimpmo
P s-HPC

bacteriano, v b) Pruebas bioquimicas especificas para Psexdomonas y Solubilizadoras de
fosforo, empleando para ello el Sistema Apilab de BioMerieux; v en el caso de Azospirilinm
las pruebas recomendadas por Tarrand ef 2/ (1978).

2.5.1 Caracterizacion primaria

Se realizd mediante la observacidn de caracteristicas microscopicas, caracteristicas
coloniales en medios selectivos (Anexo 2) y la prueba de la oxidasa, en los cuatro grupos de
rizobacterias.

2.5.2 Pruebas bioquimicas con el Sisterna Apilab Plus de BioMerieux
e o
De acuerdo a los resultados obtemdoq en lacaracterizacién primaria para cada
tizobacterioa se empled la(s) gﬂ}em{s) corrcspondﬁente(s) del Sistema Aptlab Plus de
BioMerieux. Los petfiles bioquitnicas: obtenidos * s¢. analizaron con ¢l software Apilab
V.3.3.3
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Figura 8. Obiencion de extractos para la ciantificacion de [itohormonas
(Gcido indol-3-acético y giberelings).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ANALISIS FISICOS Y QUIMICOS DE SUELQOS

Los sitios muestreados en el Distrito de Desarrollo Rural 063 (IDDR 063),
presentaron suclos de consistencra gruesa, ya que se registrtd una textura que vario de
arenosa a arena migajonosa {en su mayotia) y migajon arenosa (Labla 12); lo que se
cotrobord con los valotes de densidad apatente obtentdos (0.93-1.05 g/cc); los cuales segun
Craucher (1971) corresponden a una estructura poco compactada.

Tabla 12, 4 fza’/z;sg}'_ Fzmm ¥, Quiniicos de suelos.

SITIO DE HCI TEXTURA DENSIDAD pH MATERIA TIEMPO DE

MUESTREQ (10%) APARENTE (1:2.5) ORGANICA RIEGO CON

(8/<c) %) AGUAS

RESIDUALES

] (ANOS)
[ Quemthi | ++ || Migajdn arenosa || 0.97 H 8.15 | 313 | 90 |
ICaxuxi H_j_t‘ﬂ Arena migajonosa H 0.98 H 7.20 H 3.08 J' 90 \
|San Salvador “ ot “ Arena miggjonosa “ 1.05 |u.70 H 224 _:H 90 |
[ Boxtha [ ++ [ Aenosa | 1ot 780 | 228 ] 80 |
| Motovatha I ++ || Arena migajonosa || 0.95 IL 7.22 ” 3.48 H 70 |
IEJ_ Bondha %! R H Arena migajonosa E 1.05 H 238 H 215 !L 50 1
| Demaci U ++ |1 Arenosa [ 105 | 805 [ 450 ] 25 |
Tepatepec |t | Migajon acillo- 0.93 8.00 234 E 7
I arenosa E

| Denganzhi | ++ || Migajon atenosa || 1.03 |[ 8.05 ” 4.86 ! 7 ]
ITetepzmgo “ ++ H Arena migajonosa H 0.95 H 7.80 ” 2.30 Jr 6 l
| La Tumba [ ++ 1 Arenosa | 105 |74 | 270 2 1
lDengzmzh{t ” +4 H Migrajdn arenosa H 1.01 H 7.95 J 187 E ] J
| Patria Nueva | | Arenosa 1 1.00 I 785 | 2.95 I 0 |
| Bahia de Cortéz I +++|[ Arenosa 1l 1.05 {[ 822 | 3.32 I 0 |

++ reaccidn agesiva, +++ reaccidn muy agresiva

Este tipo de suelos presentan buen drenaje, aireacion y poca tesistencia para el
desatrollo radical; el inconventente es que con mas del 70% de atena, son pobres
reservorios de materia organica (0.2-0 8%), como ocurre comunmente en suelos de zonas
aridas v semuarnidas (Aguilera, 1989; T'roch v Thompson, 1993).
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Sin embargo, los suelos en estudio tegados con aguas blancas presentan porcentajes
de materia organica entre 2.95 y 487 (labla 12) debido a que son tierras de culttvo
intensivo; por otro lado los suelos que han sido regados con aguas residuales por diferentes
periodos de tiempo, se encontraron valores de  2.15% y hasta 4.86%, lo que indica una
mnfluencia directa por este sistema de riego. No obstante, los valores de pH registrados van
de ligeramente alcalinos a alcalinos (7.20-8.38) lo que se atribuye a la presencia de CaCO,
(Porta ef al, 1994), aspecto que fue confirmado en todos los sitios en cuestion debido a que
teaccionaron con efervescencia al acido clothidrico. Lo anterior coinade con lo reportado
por Fassbender y Bornenusza (1987) v Troch y lhompt;on (1993), quienes mdican que las
calizas neutralizan la acidez, que en este caso seria provocada por la presencm de materia
organica adicionada con las aguas tesiduales, lo que sumado a la presencia de calcto en ¢l
suelo, provoca la floculacion entre las particulas de arena, 1o que mnduce la formacion de
agregados v favorecen la agricultura.

32 CUANTIFICACION DE CUATRO GRUPOS DE RIZOBACTERIAS:
Pseudomonas, Azospirillum, fijadoras de nitrogeno de vida libre y solubilizadoras
de fosforo

Iin la Tabla 13 se obscrva que la cantidad de rizobacterias en suclos regados con
aguas residuales y con aguas blancas es variable y que en los cuatro tipos de cultivo, las
tizobacterias fijadoras de nitedgeno de vida libre se encuentian en mayc
mismo se observa que los valores mas bajos registrados corresponden al s

que cotncide con la época mas calurosa y seca del afo.

FOTHO Y A2

Ji1. £3S5i

ayor 1’ OPOICC
mdo muestreo,

Aszaspirillum sc reporta como particularmente abundante en la rizosfera de gramincas
10°-10° (Bashan y Levanony, 1990); en cactaceas alrededor de 10° (Mascaria-Hspatza ef af,
1988) v en tomate alrededor de 3x10° en la endorizosfera y 2:(1(}(’ cn el ﬁzoplano
(Mohandas, 1988). Fin este estudio la poblacién de esta bacteria, en gramineas y en alfalfa
fluctué de 2 x10° a 1 x10°

No sc logrd establecer ninguna relacion entre el tiempo de tiego con aguas residuales
y su efecto sobre los diferentes grupos de nizobacterias en estudio, lo que coincide con
Roane y Kellog (1996), quienes indican que la acumulacion de Cd, Zn y Mn no se
cotrelacionan  significativamente con vanaciones bidticas. Estos mismos autores, al
comparar el efecto téxico de plomo acumulado en el suelo sobre la microbiota observaron
que éste, solo se presents en suelos acidos. Cabe destacar que en la zona de estudio, la
acumulacion de plomo se reporta en los hotizontes profundos, en donde no existen raices y
que los suelos muestreados presentaron un pH neutro o acahino (7.20 a 8.38), factor que
influye en la inmovilizacion de metales pesados (Mejia ef «f, 1990).
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Tabla 13. Nimero de bacterias viables de cuatro tipos de PGPR por gramo de raiz,

HLOD THAIAOSH VATVSOY “TOId

FECHA DE || LOCALIDAD || TIEMPO DE || CULTIVO RIZOBACTETZRTIAS
MUESTREO Rli(é%kéj N Psendomonas Fijadores de Solubilizadores Azospirillum
RESIDUALES P F : Nitréget;o de Fasforo 1 .
(ANOS) UFC x 10 NMPxi0
13-02-98 Boxthi 80 M. sutiva 103 F 51 2019 || 50 135
Patrig Nucva 0 M. sativa R0 120 6,248 101 72
Tetepango 6 A. saliviem 30 8 6,895 199 83
La Tumba 2 A. sativim 26 104 4.673 62 116
20-05-98 Caxuxi | o0 M. saiva 9 [ 0 417 78 [ 2
Demact 25 M. sativa 8 11 201 31 5
B. de Cortéx 0 M. sativa g 0 181 62 24
Motovatha 70 2 mays R 14 516 36 5
Demacta 25 Z. ays 7 9 ()7 13 J 59 ]
16-10-98 | San Salvador 00 M. sativa 12 9 4,239 8 NI
El Bondho 50 Z. mays 9 86 5,921 1 ND
El Bondho 50 P. vafgarey 579 176 298 1 ND

‘Media de 10 plantas con dos (placa) o tres (tubo) repeticiones por dilucian.
P= productoras de pociamna, F= productoras de fluresceina ND= ne determinado.

S
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3.3 AISLAMIENTO DE RIZOBACTERIAS: Pscudomonas, Azospiridlum, fijadoras
de nitrogeno de vida libre y solubilizadoras de fosforo

Se aislaron 50 cepas de rizobactertas, de éstas 16 corresponden al género Pexdomonas,
11 a Agospiriltum, 12 a fijadoras de nitrdgeno de vida libte y 11 a solubilizadoras de fdsforo.
En la Tabla 14 se indican las claves asignadas, asi como los cultivos de las que fueron

atsladas.

Tabla 14.- Clave de cepas de riobacterias aisladas en suelos del 1 alle del Megquital, Heo y Celaya, Glo.

CULTIVO DE PROCEDENCIA
RIZOBACTERIA ZLea mays Medicago sativa  Avena sativarr  Phaseolus vulgaris — Lycopersicon
esculentum
{Zm) {(Ms) (As) (Pv) (Le)
Psendomonas (P) *PZml PMsl *PAs] *Plel
*PZm2 *Phis2 *PAs2 *Ple2
PZm3 +PMs3 PAs4 “PLe3
*PMs4 *Pled
PMs5 || Ple5
Azospirilfum (A) *AZmi *AMs1 *AAsl *APvl
* A m?2 *AMs2
*AZm3 *AMs3
*AZmd AMs4
] *AZm5
Fijadoras de N de *H/ml *PMs1 *HAs1 *Hlel
vida libre (¥) *[/m2 FMs2 FLe2
Fle3
*I'Le4
*Fled
*Fleb
*FLe7
Solubilizadoras *57ml *SMst =SAsl *Sklet
de fosfora (S) *5Zm2 *SMs2 SAs2 =5Sle2
SLe3
Sled
sleb |

*Cepus evaluadas como PGPR

Los resultados de la caracterizacion primaria cfectuada en esta etapa se discuten al
final junto con los resultados de las pruebas bioquimicas, lo que permitié un mejor
seguimiento de las pruebas aplicadas para la identificacion.
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3.4 SELECCION DE CEPAS PGPR DEL JITOMATE BAJO CONDICIONES
CONTROLADAS

3.4.1 Estandarizacion para Ia obtencion de inoculantes

3.4.1.1 Cindtica de desarrollo en tres grapos de vizobacterias: Azospirillum, fijaderas de nitrdgeno de vida
libre y solubilizadoras de fdsforo.

En la Grafica 1 se muestra la cinética de desarrollo obtenida para cepas del género
Azospirilbem (AZml, AZm3, AZm5, AMs3 y AAsl), en ésta se observd que la fase
logaritmica de AZm5, AMs3 y AAsl se encuentra entre las 11 y 48 horas de desarrollo,
mientras que AZm1 y AZm3 se encuentra entre las 11 y 55 horas; v que AMs3 di6 lugar al
mayot numero de bacterias.

88 - .
8 3 l j
™
s
y
Q
® /
o 78 j
=)
[=]
5 /
!
- ; /
737 / —&—AZmt
& ,
9 i AZ3
f ~# - AZM5
o / -5 AAS T
- AMS3 =
u &3
6,3 - Co : R igg
5 15 35 55 75 95 o
Tiempo {horas}

FALLA DE ORIGEN

Gridfica I, Cinélica de desarvollo de cepas del género Azospirilbum.
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En la Grafica 2 se muestran los resultados obtenidos con las cepas frjadoras de

nitrégeno de vida libre; e

n ¢sta sc observa que dos de las cepas (T2P10Az y S5BE) tienen una fase logariimica

(log) mas larga, la cual se extiende hasta el tercero y cuarto dia de incubacion,
respectivamente. En tanto que con las otras, la fasc log sc manticne hasta las 24 hrs.

Log niimero de bacterias/mi

12 -

. 4 55-BE
~&— R2P2B
| —4—R-1B

11

10 1

i~ FLeB
~—k—FLe5

—&—Fled A
~-#%—FLe7
s~ T2P10AZ P

4 5 5] 7 8 2

Tiempo [Dias)

=)
%]
[#]

Grifica 2. Cinélica de desarvollo de cepas fijadoras de nitvdgeno de vida libre.

Iin la Grafica 3 se observa que la fase logaritmica para bacterias solubilizadoras de

fosforo es muy stmilar 2 la observada en las cepas fjadoras de mitrdgeno de vida libre, en
este caso las cepas SZm2 y SAs1 la presentan hasta los 3 dias
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Grdfica 3. Cinética de desarrollo de cepas solubilizadoras de fosforo.

Tabla 15, Tiewpo de generacidn de diferentes grupos bacterianos.

Azospirilium h/gen * Fijadoras de nitrogeno L/ gen ¥ Solubilizadoras de i/ gen *
| de vida libre fasforo
[ AZmi e | T2P10Az . SZm1 T 330 ]
| AZm3 I 1es [ R2P2B 325 0 SZm?2 I 320 ]
[ AZms | Le6 R-13 372 SMs1 I
| AMs3 [ 1e6 | SSBE I SMs2 E
[ AAst e || Fled IIEEEN SAst [ 202 ]
[ I S R | |
I jj I Fl et 319 [ I |
| N u Lt [T — |

*iempo que tarda una poblacién en duplicarse

El tiempo de duphlicacion para todas las bacterias del género Agaspirillum fuc de 1.66
h/gen, pata fyadoras de nitrdgeno de vida hibre entre 2.85 y 3.75 h/gen, y para
solubilizadoras de fosforo de 2.92 a 3.41 h/gen (Tabla 15).
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3.4.1.2 Tnoculantes.

Con base en los resultados anteriores y para la obtencidon de inéeulos a emplear en
los broensayos, se decidid utdlizar cultivos de 24 horas de los cuatro grupos bactenanos.

3.4.1.3 Control de calidad de los indeulos y de la éenica de inocilacion.

En la Tabla 16 se muestran los resultados de la densidad poblacional que alcanzaron
los cultivos a las 24 horas de incubacion: en el caso de Pwewdosionas la absorbancia fluctud de
0.020 a 0.029; para el caso de Agospirillum, de 0.016 a 0.022; para fyadoras de mitrdégeno de
vida libre y solubilizadoras de fosforo, de 0.023 a (L038. Los resultados del namero de
bacterias viables por ml. de in6culo, a excepcidn de la cepa S3BE y FLe7, fueron superiores
a 10° UFC/ml. El efecto de las PGPR se ha asociado con caracteristicas especificas de las
mismas como lo es la capacidad de las bactenias para adhenirse a las semillas y desplazarse a
través de las raices (Bashan y Tevanony, 1987), asi como con la concentracion de indeule
(Bashan y Levanony, 1990). En todos los casos se logrd una buena adhesion de células a la
semilla.

La concentracion de indeulos de Psewdomonas fluctud de 10°-10" UBFC/mL, 1a que es
superior a la empleada en otros estudios. Algunos reportes mndican que el jitomate responde
positivamente a concentraciones de 10° (Tkeda ef a/, 1998); sin embatgo Conn ef al, (1997)
emplean concentiaciones de 10° en otra solandcea como lo es la papa, mientras que esta
misma concentracion fue empleada por Nairn y Chanway {1999) en trigo.

Respecto a la concentracidn de indculos de Azosprrillum, se tiene que las UFC/mL
g 2 . . . R
fluctuaron de 107 2 10°. En este sentido Hadas y Okon (1987) reportan  concentraciones
. 8 . ” - - . .
superiores a 10° UFC/mL como niveles dptimos pata jitomate i zétro.

Los resultados obtenidos muestran que, independientemente de la concentracion del
inbculo, cn las semillas se registran cantidades de 10° UFC, lo que nos indica un punto de
saturacion de las semillas, con este tipo de bactenias. En estudios previos Hsquivel-Cote
(1997) y Urzia (1997) encontraron buena respuesta en plantas de fitomate moculadas con
cultivos de Agospiriim en el orden de 10", No obstante, para otros cultivos se indica que
las concentraciones que inducen una mayor tespuesta corresponden a 10% con
concentraciones menotes no se registra respuesta v con concentraciones superiores a 10°
hay un cfecto detrimental (Okon y Kapulnik, 1986).
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Tabla 16. Numero de bacterias presentes en ¢f indeulo inicial y adheridas a semilla,

GRUPO MICROBIANO || CEPA I A(560) | UFC/mL__ || UFC/Semilla |
| P7m]1 | 0.029 S 2x10¢ ]
| Pem2 | o021 i >3x1010 i Cixlee
| PMsl I 0.021 I 2x1011 ] 2x106 |
L PMs2 I 0.029 L =3xa00 I 7x10° }

Pseudoronas ] PMs3 Il 0.028 | > 310 | 3s10 |
| PMs4 i 0.026 i 2x101¢ il 1x107 |

L PAst I 0.029 I gx1o0 X107 |

] PAs2 I 0028 i >3x1011 I |

| PLel I 0.026 I 1ot ] ext ]

{ Pie2 0026 T | 2x10* |

[ Ple3 I 0.020 I >3x10n I 3x107 i

| PLed | 0027 | >aod |l BxL05 |

( [ Cd I 0.020 i 4x10° | |
| 7l 0.022 I 4x101i ; 9x107 B

[ VSl i 0.016 | 4x1017 ! 4x108 |

1 VS7 1 0.024 | 410 Il 1x105 |

] Vs9 i 0.026 I 3x1012 i 5x108 ]

| C4 i 0.020 i 131010 | 9x105 |

| Pox I 0.020 I 331072 | 1105 |

Asospirilim | AZm] i 0.022 i 251010 | 1x108 |
l AZm?2 1 0.022 i 3x1010 | 7x108 |

| AZm3 | 0.018 I 1x101 il s |

[ AZm4 | 0.018 | 2x101° | 6x10P |

| AZm5 | 0.018 { 3x101 I 2x105 |

| AMsl I 0.018 i 3x1010 | 5x1(F |

| AMs2 I 0.020 | 2x1010 | 8x108 |

[ AMs3 I £0.020 I 3x101 Il 4x10° i

[ AAsT I 0.020 1 ax10 ] 6x10° ]

| APv1 | 0.020 | 5x1qi | 2x108 |

| I2P10Az I 0.028 I sx1gm i 2x108 |

| R2peB I 0.026 | =@ | 8x10° |

[ R-113 | 0.025 | >3x10° I 2x106 l

| S5BE I 0.030 i 2x109 I 2x105 |

] FZm1 i 0.033 | 1x108 I 2x10¢ |

Fijadoras de [ FZm2 I 0.035 I 1x108 Il Bx10¢ ;
nitrogeno de vida || FMst I 0.032 I %108 I Gr10P !
libre | FAsl | 0.038 I 11010 | 2107 |

| FLel | 0.037 I 1108 | 8x10° |

| Fled4 Ji 0.035 IR 35109 ! 3105 ]

] L'Le5 il 0.023 I 3x10° | 5x10° i

{ FLe6 | 0.028 [ >3x10° | 9x108 |

| FLe7 | 0.025 | 9x105 I 2102 |
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T Sz | 0029 [ ND I ~p N

| §Zm1 Il 0.032 L 3xi0t Il <1x10¢ ]

[ SZzm2 I 0.034 i 3x108 I

Solubilizadores de [ SMs1 L oo I 23107 i 9010 ]
thsforo [ SMs2 | 0.037 I >3xi0n e i

{ SAst | 0038 I s I 7x10° ]

[ SLel I 0026 I s I ND B

i SLe2 i 0.038 IS I oxty |

NI? = no determinado

En el caso de las concentraciones de bactertas fijadoras de nitrégeno de vida libre, a
excepcion de S5BE y Fle7 se obsetva que, las UFC/mL de indculo, son similares a las
empleadas por otros investigadores: Kumar y Narula (1999) reportan concentraciones de
inéculo de 10" UFC dc Axofobacier chroococcurn en semillas de trigo. La concentracidn
encontrada tanto en indculo (10°) coma por semilla (10%), en la cepa S5BE, puede deberse a
la produccidon de polisacaridos formados en el cultivo, 1o que genera una gran adhesion de
células a la semilla.

Iin relactén a las bacterias solubilizadoras de f6sforo Kim, ¢ o/, (1998), cn estudios
con jitomate, reportan concentraciones de 7x107 UFC/ml.  de indculo de Enterobacter
agglomerans, en tanto que en el presente estudio la concentracién de indculo fluctud de 10%a

10" UFC/ml..

Dichas concentraciones son similares a las empleadas por de Freitas, of o/ (1997)
quienes con concentraciones de 10 UFC/mL lograron 10°-10° UFC/semilla de canola,
mientras que otros autores tepottan concentraciones de 10° UFC/ml. de inbculo en igna
radiata (Singh y Kapoot, 1998} y de 10" UFC/mI. en diferentes semillas como trigo y
Prosopis (Kumar y Narula, 1999; Kumar, ¢/ 2/, 1999; Nautiyal, 1999).

Existen estudios en donde el inéculo de cepas PGPR se estandariza a una misma
poblacion, independientemente del género bacteriano en estudio, logrando [a mfeccion de
tizobacterias en el hospedero en estudio (Becker, ef @/, 1990; de Freitas vy Germida, 1990b;
de Frettas ef al, 1992). De manera similar Conn ¢/ a4/, (1997), emplearon rizobacterias de
diferentes géneros, como Pseadomonas, 'lavobacterinm, Servatia y Enterobacteriunz, en donde la
poblacién del indeulo se ajustd en 10° UFC/mlI, lo que permitié una buena infeccion en
plantulas de papa a 6 semanas de desarrollo.

El efecto de la concentracion de indeulo sélo se ha estudiado con Azogpirillum, en
tanto que no hay informacién respecto a los otros grupos, ya que solo se indican las
concentraciones empleadas en la inoculacion.
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Considerando que en el caso de Azoppirillum se mdica que, concentraciones elevadas
de mdéculo inducen respucestas desfavorables en el crecimiento de los vegetales, y en virtud
de que los resultados de Agospirilm asi como de UFC/ml. fueron mas altos que los
reportados en la literatura se decidié disminuir la concentracion de indculo a emplear en los
sigutentes biocnsayos.

3.4.2 Seleccion de rizobacterias con capacidad para promover el desarrollo vegetal y
para producir auxinas

Bl efecto de la inoculacion de tas PGPR se manifiesta con diferentes varables de
crecimiento de las plantas, tales como: germinacion de las semillas, marcado aumento en el
desattollo del sistema radical (aumento en la longitud, volumen, cantidad de pelos
absorbentes y peso fresco y seco); mctementos en la longitud del tallo, area foliar y peso de
las plantas; aparicion temprana de la floracidon y aumento del rendimiento; aspectos que han
sido reportados en diferentes tipos de cultivos (Conn e 24, 1997; de Freitas v Germuda,
1990b; de Freitas y Germida, 1991; de Frettas ef 4/, 1993, Fl-Khawas v Adachi, 1999,
Tulchieri ez al, 1993; Nocl, ef 2/, 1995). En estos estudios se ha establecido que la respuesta
inducida depende del tipo de bacteria y hospedero, y desde luego de las condiciones
ambientales (Pillay y Nowak, 1996). En algunos casos la interaccion de la bacteria y la planta
es altamente especifica; por eiemplo Aszotobacter y Rbizobinm, en tanto que otras bacterias no
son czpcaﬁca% por lo que se asocian y promueven el desarrollo de diferentes vegetales (de

! ,_.-HL

e P ~ 1
1CHAS Y L.ll .lkid,_, 172

“1

La informacion coincide con los resultados del presente estudio, en las que de
manera general se observa que las cepas probadas varian en su capacidad para promover el
desarrollo de las raices v de la parte aéren; efecto que fue observado con bacterias assladas
de la rizosfera de jitomme y de otros vegetales, estas (ltimas indujeron fne;oxes respuestas,
lo que indica que no hay especificidad. e las 49 cepas probadas en la primera seleccidn, se
descartaron 18 y de las 32 seleccionadas, 6 proceden de la rizosfera de jitomate, v de las 26
de la rizosfera de otras plantas, 24 fucron assladas en el presente estudio y 2 son de
coleceidon. A continuacion se discuten detalladamente los resultados de cada bioensayo.

3.4.2.1 Bioensayo 1 (B7).

Los tratamientos con las cepas PMs2, PMs3, PAsl y FLel mnhibieron la germinacion.
Es conveniente aclarar que en el caso de las cepas PAs1, se alcanzo el 100% de germinacion
hasta los 10 dias, en tanto que con las otras tres solo fue de 83% (Tabla 17),

Respecto a la promocion del desarrollo de la raiz: las cepas PZml, PMs1 y PMs3
presentaron aumentos con diferencias estadisticamente significativas (DES) en longitud,
respecto al testigo; aun cuando las cepas FZm2 y FMs1 no presentaron dicha diferencia,
dieron lugar a incrementos sobresalientes (71% y 87%, respectivamente).
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[in el peso fresco de la ralz no se registraron [DIIS; sin embargo, con las cepas FMsl
y SZm1 se registraron incrementos del 160% y el 157%, tespecto al testipo.

En cuanto al efecto en el desarrollo de la parte aérea: sélo se presentaron DES en
altura, en donde la mejor respucsta se dio con la cepa 'Msl; las cepas FZm2 y SZm1
también presentaron considerables incrementos respecto al testigo. La absorcién de agua
hacia la parie aérea fue favorecida por las cepas PZm?2, PMs3, PAs2, FZm2 y S7Zml, ya que
sc obtuvieron incrementos que fluctuaron entre ¢l 130% y el 120% en peso fresco; este
efecto repercute en la generacion de biomasa, con las cepas PZm2 (114%) y SZm1 (128%0)
respecto al testigo. Cabe mencionar que la cepa FLel presentd un efecto detnmental con la
que se registraron valotes inferiores al testigo cn altura v peso seco de la parte aérea

Considerando las diferencias estadisticamente significativas y el nimero de varables
promovidas por los tratamientos moculados, de las 16 cepas se seleccionaron 11, las cuales
se ubicaron en orden decreciente en tres grupos: a) FMs1, SZm1 y PMs3; b) P7.m1, PZm2,
PAsZ y FZm2; y ¢) PMsl, PMs2, PAsl y TFAsl.

Tabla 17. BI. Efecto de la inoculacion de PGPR en la germinacion de semillas y el desarvollo de
plintulas de jitomate a 35 dias de desarrollo.

% DE RATZ P A R TE A E R E A
CEPAS GERMINACION LONGITUD PESQFRESCO ALTTUIRA NUMERO DE PESO FRESCO  PESO SECO
{6 DiAS) (em) ) (em) HOJAS (2 (2)

| PZmi || 100 269172 ] 0.227 115,683 ab || 2.000 0247 Jloo19 5
| PZm2 || 100  |[21.400ab | 0212 | 6.400ab [ 2.200 |l 0.386 [ 0.030 |
| PMst || 100 |[27717a 0467 I[5.800ab 111.833 l0218 ] 0017 i
| P™s2 | 83 |[20.020ab |[0.196 |[6.280ab |/ 2.200 10312 1 0.024

| PMs3 || 0% 2695204 [0.222 [6.640ab  |i2.40 110.370 | 0.026 %
[ PMsa I 100 [[18367ab [[0.168 1[5.917ab 1333 0,192 i[0.018 {
[ PAsi || 83* ][20383ab [[0.217 [6.083ab  11.833 | 0.317 [ 0.024 |
[ PAs2 || 100 |20867ab JJ0.225  [6267ab Y2167 10.377 0,025 |
[ Plet I 100 J21360ab [[0.220 [6.200ab ({1800  ]0.256 | 0.019 \
[ Ple2z I 100 ]21.050ab J[0.148 [5.083ab  111.333 It 0.300 i 0.013 |
[ Fzmt || 100  |[21.200ap [0.212 5.550ab  1[1.333 || 0.267 || 0.020 i
[ FfZm2 || 100 )[24.233ab |l0.212 [6.917ab  |[2.000 (0377 1[0.027 ]
| FMst || 100 |[26.500ab 10.268 73002 |[2.200 1| 0.356 [ 0.026 ;
[ FAst || 100 |[22400ab ]|0.184 6140 ab  |[1.400 0236  j[0016 ]
| FLet || 50* 1[17.320ab ]|0.126 [3.840b | 1.200 || 0.060 110.010 |
| Szml || 100 [[22300ab ] 0.265  ][6.833ab_ |[2.167 0388 10.032 |
[ Testigo || 100 [14.167b /0103 ][5.833ab  ][1.000 [0.168  1[0.014 |

Los tratamientos que comparten la misma lerra no presentan diferencias estadisticamente significativas {o—=0.05).
Anexo 5. *Germinacion del 100% después de 6 dias, **germinacion del 83% después de 6 dias
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3.4.2.2 Bigensayo 2 (B2).

Las cepas que promovieron la germinacion a los 6 dias fueron: Cd, Sp7, V89, AV.m4,
AZm5, AMs2, AMs3, AAsl. Respecto a la promocion del desarrollo vegetal, se registraron
DILS en longitud de la raiz, altura, peso fresco v seco de la parte aérea (Tabla 18).

En longttud de la raiz la cepa Pox cotresponde al mejor tratamiento, seguido de la
cepa APvl con un meremento del 51%, respecto al testigo; aspecto que no se manifestd en
el peso fresco de la raiz, en donde la cepa Pox incrementd un 179% su peso respecto al
testigo; en tanto que las cepas VS9 vy AZm5, promovieron un aumento del 288%0 y 293%,
respectivamente.

Tabla 18. B2. Lfecio de la invculacion de PGPR en la germiinacion de sewillas y el desarrollo de
pldntnlas de jitomate a los 35 dias de desarrollo.

- % DE RA[Z P A R T E A FE RE A
CEPAS GERIM{E\IA’CIC'IN LONGITUD  PESO FRESCO ALTURA NUOMERO DE  PESO FRESCO  PESO SECO
{6 DIAS) (em) {g) {cm) HIOJAS (&) (g)

Cd [ 100 Jj16.183ab |[0343 5750 abc | 2.000 [0.237ab  J[00153be |
100 134176 [[0.313 5583 abe || 1.667 10262ab || 0.0210abc |
[ wst [ a7+ J[15083ab |[0.368  ][5333bc {2000 f0.265ab ][ 0.0150 be |
[ vs7 | 83* [17.083ab |[0.235  |[6.500abc  [[2.000 103354 ] 0.0200abc |
[ vse [ 100 ][19300ab J[0420  ][7.100ab  |[2.000 0.435ab ][ 0.0330abc |
P4 ][ 50* J[11.833b  {0.197 [5.833 abc ][ 1.500 [0232ab  ][0.0140 be ]
[ Pox || 83 ][25583a (0302 ][5.833abc |[1.833 l0.205ab  ][0.0220abc |
[ Azml [ e7% J1ve83a [f0228 716746 |[2167 035220 1[0.0237abc |
L Azm2 | s50*  ][12667b  [[0.112 15.667 abc || 1.000 [0.135b  Jl0.0133¢ |
| AZm3 ][ 30* J18500ab [[0243  |[6.500abc ][2.000 [0278ab  |[0.04232 |
| Azma | 100 [[15.167ab ][0.345  |[5.833abc |[2.000 [0372ab  ][0.0186 be |
[ AZm5 [ 100 J[18583a0 |[0.425  J[7250ab  ][1.333 05132 |[0.04752 |
[ AMst ]| 67* [18033ab {0210 [[7.000ab  [[1.500 [0.2502ab ] 0.0178 be |
| AMs2 || 100 J17.917ab ][0.247 [6.500 abc | 2.000 [0.282ab | 0.0400abc |
| AMs3 ]| 100 ][20.000ab ][0.317 [7.667ab | 2.000 [0373ab  |[0.0290abc |
| Aast || 100 ]119.917ab ][0320 |[8.583a |/ 1.833 0327ab  1[0.0270abc |
| APl || 67  1[22500ab J[0.175  [[4917bc  1[2.000 [0.188b 1 0.0205abc |
| Testigo | 50%* ]J[14.583ab J[0108 _ [3.500¢  ][1.833 l0162b (00149 bc |

Los tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (@=0.05).
Anexo 5. *Germunacion del 100% después de 6 dias, **Germinacion del 83% después de 6 dias.

En cuanto a

la promocidén en la parte aérea, el mejor tratamuento en altura
corresponde a la cepa AAsl y en un segundo grupo (ab) las cepas VS9, AZml, AZmb,
AMs1 y AMs3 con mncrementos que fluctuaron del 100% al 119%, respecto al testigo.
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Iin relacién a la absorcién de agua y produccion de biomasa, la mejor cepa fue
AZmb5 con la que se registré un incremento de 216% (peso fresco) y 218% (peso seco). La
cepa AZm?2 presentd un efecto detrimental en esta Gltima varmable, ya que presento valores

infertores al testigo.

Para la seleccidn de cepas, se consideraron sé6lo aquellas que promovieron el mayor
nimero de variables (al menos 5 de los 6 evaluados) y de acuerdo al grado de incremento,
éstas se clasificaron en tres grupos: a) VS9, AMs3, AAsl v AZm5; by AMs2, AZml y

AZ.m3; y ¢j Cd, Pox, V87, AMs1, AZmd4 y APvl.

3.4.2.3 Bivensayo 3 (B3).

Los resultados obtenidos en el B3 muestran que todas las cepas respecto al testigo
promovieron la germinacion a los 6 dias (Tabla 19).

Tabla 19. B3. Efecto de la inoculacion de PGPR en la germinacion de semillas y el desarrollo de
plantnlas de jitomale a fos 35 dias de desarrollo.

% DE RATZ P A R T E A E R E A
CEPAS GERWN;ACI(’)N LONGITUD PLESO FRESCO ALTURA NUMERC DE PESO FRESCO  PLESO SECO
{6 DIAS) {em) &) {crm) HOJAS 6] (g)
| ‘r2P10Az | 100 |[9.167 || 0.050 Il 4.600 1l 1.167 li0.212 [0.009ab ]
| rep2B || w00 J[11833  |[0.050 || 5.083 11,667 110.157 looitay |
| RiB )] 83 ([8.000 10.060 | 4.917 i 1.167 i 0.117 00070 |
| $sBE | 83+ |l19.600  }0.160 | 6.100 1 3.000 l0.472 10.024ab |
{ Pled || 67* 10250  1[0.047 Il 5.083 Il 2.000 || 0-260 |0.011ab |
| Pled || 50* |[13.000 ] 0.068 |[5.600 [ 1600 | 0.258 1001320 |
| Fled )| 50+ |[7.167 Il 0.033 1 3.667 || 2.000 [ 0.147 10.007b |
| Tles || 8> 115417  J0.127 16.917 | 2.333 0.385 |[0.019ap |
| FLes || 50+ j[14200 10096 | 7.260 | 2.000 10436 |[0.020ap ]
| FLe7 || 83 115250  J[0.108 | 5.875 111.750 || 0.368 [0.020ab |
[ SZm1 | 83 |[15.600  ][0.134 [ 6.400 12,800 10,362 [0.027ab ]
[ szm2 || 83~ 13500 ]0.122 [6.833 [2.667 [ 0.360 00220 ]
| SMst | 67 |[14600 ] 0.130 17300 1[2.800 || 0.482 00362 |
| SMs2 [ 67* ][17.833  J[0.130 17717 || 2.833 || 0.452 10.023ab |
| sAst || 83 {[13.000 ] 0.088 16200  ][2.200 i 0.304 10.011ab |
[ siet B 67+ 18500 10.042 4800  ][2.000 [0.192 100080 |
HBE 67 |12375  |l0.063 5.875 | 1.750 [0.255 1001530 |
| Testigo || 17 118500 [[0.039 | 4.825 Il 1.500 110.210 00104 )

Los tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (@=003).
Anexo 5. *Germnacion del 100% después de 6 dias, **Germinacién del 83% después de 6 dias, ***Germinacion del
30% después de 6 diag
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Sdlo se encontraron DES cn peso seco de la parte aérea, en donde la cepa SMs1 fue
el mejor tratamiento con un incremento del 260% respecto al testigo, en tanto que las cepas
R1B, ¥lLe4 y SLel presentaron un efecto detnmental. Por otro lado se observa que, las
cepas S5BE y SMs2 presentaron resultados sobresalientes, al aumentar la longitud de la raiz,
en un 130% y 109%, respecto al testigo. El peso fresco de la raiz fue estimulado por las
cepas S5BE, SZm1, SMs1 y SMs2 de un 233% a un 310%, respecto al testigo.

Iin altura los tratamientos que presentaton mejor tespuesta fueron aquellos
inoculados con las cepas Fle5, Fle6, S7m2, SMs1 y SMs2 con incrementos de 41% al
60%, tespecto al testigo. La cepa S5BE promovid la aparticion de hojas a los 35 dias de
desarrollo. El peso fresco de la patte aérea fue mcrementado por las cepas S5BH, Fle6,
SMs1 y SMs2 de un 107% a un 129% respecto al testigo. La cepa Fled tuvo un efecto
detrimental, ya que en 5 de las 6 varables evaluados, registrd valores por debajo del testigo,
incluso el porciento de germinacidén. Asi mismo se confirma el efecto de la cepa S7ml (una
de las seleccionadas en el B1).

Con base en la capacidad para promover 6, 5 v 4 de las 6 vanables evaluadas, las
cepas se clasificaron en orden decreciente en tres grupos: a) S5BE, SMs1 y SMs2, b) Fl.c5,
I'Te6 y S7ml;yc) Fle7 y SZm2.

3.4.24 Comprobacion de infeccion de cepas PGPR en raices.

Todas las cepas infectaron exitosamente la raiz en plantas de jitomate a 35 dias de
desarrollo. Las PGPR procedentes de la rizosfera de Lycopersicon escutenturr (Plcl, Ple2,
Ple3, PLed4, Flel, Fled, FlLe5, Fle6, FLe7, SLel v SLe2) sc comportaron de maneta
stmilar a aqucllas atsladas de otros cultivos; de este modo todas mostraron la capacidad para
infectar al jitomate, lo que indica no que no son especificas, lo que comcide con lo
reportado por lkeda er 2/, 1998; Kim ez o/, 1998 v Pillay y Nowak, 1996.

3.4.2.5 Capacidad de rizobacterias parva producir auxinas.

En la Tabla 20 se observa que no cxiste cotrelacién de las cepas seleccionadas en los
tres primeros bioensayos con la produccidn de auxinas; resultados que no  son
sorptendentes, ya que sc ha demostrado que aun cuando la ptoduccidon de auxinas,
espectalmente el acido indol-3-acético (AIA), juega un papel csencial en a estimulacidn del
desarrollo de las plantas, no es posible atribuir dnicamente a este fendmeno la respucsta
observada, por lo que es necesario efectuar otros estudios en los que se consideren otros
factores tales como produccion de dcido giberélico (Bottini ef af, 1989; Leinhos y Birnstiel,
1989; Rademacher, 1994), la fijacidon de nitrogeno (Glick, 1995) 6 la produccidn de NO,
del que se ha demostrado provoca un inctemento constderable en la formacion de raices
laterales de trgo y promueve el crecimiento de plantas (Bothe ¢f 4/, 1992).
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Los resultados muestran que de las 31 cepas scleccionadas por su capacidad para
promover el desatrollo vegetal, solo 14 mostraron capacidad para producir compuestos
mnddlicos cuando se aplicoé el método de Bric, ef @/ (1991). En cambio los resultados
obtenidos por el método de Gordon y Weber indican que todas las cepas produjeron
compuestos mddlicos en cantidades variables, las que fluctuaron de 3 a 227 ppm.

Tabla 20. Determinacion de anxinas en cultivos de rizobacterias, por dos métodos colorimétricos.

"~ CEPA Bric, |[Gordony][ CEPA Bric, | Gordony| CEPA Bric, || Gordony
(B1) I etal. Weber (B2} ot al Weber (B3) et al, Weber
ppm* ppm* ppm*

[2pZzml ||+ | N |l 3cd [ + | 1103 [[TerwoAz)] - 1 3730 |
Cepzm2 [+ 0 1307 g sp7 [+ [ 22787 | Rrep2B ||+ i 118 |
Foemst [ - 1 696 7 wvst I+ [ 865 I wmRiB || + I 200 |
PospMs2 ||+ )1 e20 )l svsr [ - )| 19787 i s5BE | - I 1400 |
[ ems3 || - 8 ND ][ vee )b+ 11020 T Pres | - L 420 ]
[ PMs4 || - P 8as [ ¢4 I+ [ 1s161 | PLed ||+ | 160 ]
L PAsL ||+ | 1010 ][ Pex |} -} ND || FLe4 || - 1 2130 |
[ PAs2 || - | 380 [ 2AZmt || - 2414 | Fles ||+ ] 1000 |
| Plel | - [ ND I AzZm2 || - [ 2700 || *¥rec || + | 1000 |
| PLez T - | ND [ 2AZm3 || - || 558 | FLe7 | - ] 400 |
| FZmt || - N 1260 I 2AZm4 || - || 2087 | ®Zm1 ||+ || 2500 |
| 2Fzm2 ||+ | 900 || tAzm5 || + |l 2810 | ®zm2 ||+ || 700 |
| bMst | - [ 1650 ] SAMsT || | 11193 g 8Msi | - | i800 |
i Fast ||+l 1065 | 2AMs2 [+ [ 1297 [ sws2 | - |l 800 |
[ PLel [+ [ 904 JFams3 [ - ][ 970 | Ssast || - ) 630 g!
| Szmi [+ ) 2500 | AAst [ - [ 1110 [ SLet || + | ND |
1 | | [oapvi [ | 645 | sz [ ND | ND

Las cepas seleccionadas en los bioensayos B1, B2 y B3, se mdican de acuerde al nivel de seleccién (1,2, 9)
*Partes por millon de sustancias parecidas al acido indol-3-acético. -+ teacctdn, - s reaccion. NID=no determinado

Por otro lado, existen informes que indican que algunas cepas de Azospirillum pueden
producir mas de 30 ug/ml de acido indol-3-acético en medios de cultivo enriquecidos con
triptofanc (Crozier ef 4/, 1988). Otros estudios reportaron que, bactenas solubilizadoras de
tostoro del género Bawllus, produjeron de 5.33 a 9.43 umol de sustancias parccidas al
ATA/mL de medio de cultivo, mientras que Xanthomonas maltophilia produjo 2.31 umol de
sustancias parecidas al AIA/mL de medio de cultivo (de Freitas ez 2/, 1997).

Costacurta ef al, (1998) reportaron mediante el reactivo de Salkowsk, que el género
Xanthomonas cs productor pobre de sustancias parecidas al ATA (1.25 pug/ml. de medio de
cultivo), comparado con Agepiritlum brasifense (36 ug/ml. de medio de cultivo) y Rbizobium
meliloti (12.4 pg/ml de medio de cultivo). Sin embargo, Crozier ef a/, (1988) afirman que el
ensayo colommétnico puede dar sobrecvaluaciones del contenido de esta sustancia (26
ng/ml contra (.5 pg/ml en HPLC).
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Por otra parte, se tiene que de las cinco cepas en las que se registraron las cantidades
mas elevadas de compuestos inddlicos, dos (Sp7 v C4) fueron descartadas en los
btoensayos, v que los valotes obtenidos en las cepas seleccionadas son muy variables, los
que fluctian de 3 a 55 ppm en la mayoria de las cepas y de 111 a 197 ppm en otras tres
cepas.

Las vattaciones registradas en los dos métodos se atribuyen a las condiciones de
cultivo, ya que la prueba de Bric se aplica en cultivos en placa, en tanto que la otra
determinacion se realiza en cultivos liquidos incubados en agitacion, condicion que favorece
la produccion de compuestos mddlicos.

TLos tresultados obtenidos coinciden con los reportes de Costacutta ef 2/ (1998); de
Frettas ef af, (1997); Kumar y Narula (1999) y Srintvasan ez a/, (1996); quienes emplean este
tipo de metodologia que oftece la posibilidad de efectuar una tapida seleccion de cepas
PGPR; sin embargo, s6lo debe aplicarse como criterio 1nictal, espectalmente cuando se
parte de una gran cantidad de cepas, ya que el efecto promotor debe ser confirmado
mediante la inoculacién en plantas, en donde en la mteraccidén microorganismo-planta, los
procesos  bactertanos  que  afectan el desarrollo de las  plantas, pueden operar
simultaneamente o en suceston, lo que dependera de las condiciones ambientales (Bashan y
Holgum, 1997); astmismo los cambios observados a nivel de plantula pueden permanecer o

Lo antenor mdica que para recomendar cepas para la produccion de biofertilizantes
es indispensable efectuar Ia evaluacion de su efecto en ctapas mas avanzadas de crecimiento
y preferentemente hasta produccion, resultados que deberin ser validados en experimentos
de campo.

3.4.3 Confirmacion del efecto promotor del desarrollo de Ias cepas seleccionadas
a los 35 y 70 dias (B4 y B5)

En esta etapa sc reevaluaron 28 cepas, las que corresponden a 23 (de las 31)
seleccionadas en los primeros bicensayos, las que ademis mostraron scr productoras de
ATA y 5 que solo presentaron la capacidad de producir auxinas.

3.4.3.1 Control de calidad de s indeulos.
En la Tabla 21 se muestran los resultados de control de calidad de los diferentes

indculos, en ella se observa que se logrd ajustar el indeulo al intervalo indicado por otros
autores para cada rizobacteria (pigina 50).
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Tabla 21. Nimero de bacterias presentes en el indeulp inicial y adheridas a semillas.

=

| RIZOBACTERIA || CEPA | A(G60) ][ UFC/mL || UFC/Semilla |

Pseudomonas ||____P7m2 || 0.019 B 3x106 il 4x10¢ |

[ PMs1 I 0.019 I 1x105 I 1x10° |

[ PMs2 1 (.019 I x| 3x105 |

[ pws3 || oo | wie | Sl |

[ PMsd I 0017 [ 1x10¢ f 8x105 ]

| PAst I 0.018 L 2107 I ix105 |

l PAs2 | 0.017 i 6x 105 I 4x10¢ |

[ PLe3 | 0.017 I e | 1x10° J

Azospiriilum | V59 i (009 R I 4x101 i

[ Azm1 [ 0.007 L 1=l | ND ]

[ AZm3 | 0.007 1 3x10° B ND |

[ AzZms | 0.009 [ 2xioe Il ND ]

i AMs3 I 0008 | 1x108 | ND |

| AAs] | 0.007 [ 7 I ND |

Fijadoras de | rR2P2B |l 0.027 I 7= I 1x10° ]

nitrogeno de vida || S5BH I 0.027 I 8x10¢ I 3x10 |
libre [ Fzm2 | 0.027 i <1x10¢ I 1x102

l 'Ms1 I 0.029 L 2xlos 1 9x10* |

[ FAsl I 0.028 i 1x105 S i

i FLel ] 0028 [ 5xirs | 2x10¢ |

| Fled Il 0.028 T iy i 1x108 |

| FLe5 i 0.028 I 9x10¢ | 3x103 |

| FLc6 1 0.028 i <1x10¢ I <1x1( |

| FLe7 I 0027 i 1x108 il 4x102 |

Solubilizadoras de || SZml I 0029 [ ND B 8x101 I

fostoro [ §Zm2 I 0.026 I 2x106 I 1x102 ]

| SMst I 0.028 I txis I 1x10¢ |

] SMs2 I 0.026 I ND I 210 ]

NI = no determinado

La poblacion de células/mL de méculo y por semilla, en cepas de Psexdomonas fluctud

de 6x10° a 1x10°y de 1x10° a 1x10°, en Agespirilion de 5x10* a 1x10° (no determinado en
semilla), en bactetias fijadoras de nitrégeno de vida libre de <1x10* a 1x10" y de 1x10% 2
9x10% y en solubilizadoras de 1x10° a 2x10° y de 8x10* a 2x10°, respectivamente. No

obstante que en el presente estudio la densidad poblacional de los inéculos fue menor ala
empleada en los bicensayos antetiores, en todos los casos la infeccién de las raices se
confirmé en plantas a 35 dias (datos no expucstos) v nuevamente se logrd observar el

mejoramiento en el desarrollo de las plantas (L'abla 22 v 23).
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3.4.3.2 Bioensayo 4 (B4)

Iin la Tabla 22 sc muestran los tesultados obtenidos en ¢l bioensayo 4 (B4). En éste
sc observa que a excepeidn de la cepa PZm2, las demas cepas promovieron el desartollo de
las diversas variables de crectmiento evaluados, con lo que se corroboraron los resultados
obtemdos en B1, B2y B3.

Las cepas que destacaron corresponden a FZm2, Fle4, Fl.eb vy SMs1 con las que se
obtuvieron los valores mas altos en las 8 vartables cvaluadas; en segundo término se
ubtcaron los tratamientos de las cepas AZm3, S5BE, FMs1, FAst y S7:mZ2 las que también
promovieron el desarrollo de todas las varables pero sélo de 5 a 7 de estas se presentaron
los valores mas altos.

Es necesario hacer notar que las cepas Flel y [Fle4 que cn cste bioensayo sc
ubicaron entre los mejores tratamientos, no habfan sido seleccionadas en fos bioensayos
previos. Fin tanto que PMs4 y R2P2B mantuvieron un compottamiento similar y PLe3 tuvo
un efecto detrimental que se manifestd desde la germinacién (datos no expuestos) y un
desarrollo raquitico, en solo algunas de las repeticiones, por lo que este tratamiento fue
descartado a los 20 dias; situacion que se repitid en el bioensayo conducido cn maceta (B5)

3.4.3.3 Bivensayo 5 (3).

Los resultados obtenidos fueron confirmados con la evaluacion de otras varables de
ctecimiento que se muestran cn la Tabla 23, en dondc se obscrva que unicamente S5BH y
Fleb seleccionadas en el B4 nuevamente se comportan entre las mejotes cepas, en tanto
que AZmb5, AMs3, AZml, AAsl y IFl.el cuyos valotes resultaron bajos en B4; en este caso
corresponden a las cepas en las que se registraron los valores mas altos, de 6 a 8 de las
variables evaluadas.
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Tabla 22, Efecto de la inoculacion de cepas PGPR sobre plantas de jitomate a 35 dias de desarrollo.

ALTURA DL NUMERO DE DIAMETRO DEL | PESO FRESCO DE |PESO SECCO DE LA| LONGITUD DE PESQO FRESCO NUM DE RAICES
TRATAMIENTO | LA PARTE AEREA HOJAS TALLO LAPARTE AIIREA| PARTE AGREA LARAIZ DE LA RAIZ ADVENTICIAS
TP* 2500 1-k 1.250 c-e 1.125d 0.0475 (10037 c-e 075 f 0.0675 d-f 625 fF
PZm?2 2.250 -k 0730 1.000 d 0.0375 ¢ 00021 e 875¢ 0.0425 e-£ 6.75 e-f
PMsl 3.333 £k 1.657 b-e 1.667 a-c 0.0733 e-f 0.0198 a-c 14.33 d-f 0.0567 e-f 12,00 h-f
PMg2 4750 b-g 1.500) ¢c-¢ 1.000 d 0.1725 b-£ 00100 a-c¢ 9251 0.0275 € 6.75 e-f
PMs3 5750 a-d 3250 a 1.500 a-d 0.1700 b-f 0.0130 a-e 16.25 b-f 0.2175 a-f 16.25 a-f
PMs4 3.667 e-kk 1.667 b-e 1.333 a-d . 0.0700 e-f 0.0016 e 19.33 a-f 0.1167 c-f 8.00 c-f
PAsl 4. 7081 b-h 2000 a-e 1.500r 2-h 0.1080 c-f £2.0100 u-e 14.20 d-f 0.0940 d-f 9.60 ¢-f
Pas2 2700 h-k 1.800 a-¢ 1.200 b-d 0.0460 £ 0.0042 b-¢ 11.00 e-f 0.0520 e-f 8.60 ¢-f
TA* 3250 gk 2250 a-e 1.250 bd 0.0950 d-f 0.0060 b-¢ 14.00 d-f 01200 ¢-f 7.75 d-f
V39 5.125 b-g 2.000 a-e 1.000 d 0.1400 b-f 0.0091 a-¢ 18.00 a-f 0.1575 b-f 8.75 ¢-f
AZml 5375 b-f 2.000 a-e 1.500 a-d (0.1750 b-f 0.0094 a-e 19.25 a-f 0.1625 b-f 1375 a-f
AZm3 6.300 a-c 2.200 a-e 1.500 a-d 03100 a-b 0.0203 a-h 28.00 a-h 0.2880 a-d 14.60 a-f
AZmb 4,300 c-1 2.000 a-e 1.500 a-d 0.1360 c-f {.0065 b-¢ 14.60 ¢-f 0.1000 ¢-f 11.20 b-f
AMs3 5.600 a-e 1.800 a-f 1,400 a-d 0.1460 b-f 0.0096 a-e 17.40 b-f (1.0840 d-f 8.60 c-f
AAsi 5.300 b-g 2.000 a-e 1.500 a-d 0.1760 b-f 0.0133 a-e 17.60 b-f 0.1920 a-f 14.60 a-f
TF* 3.600 e-k 1.600 c-e 1.300 h-d .0560 f 0.00453 b-e 9.60 £ 0.0340 e-f 7.80 d-f
S5BE 6.000 a-c 2.200 g-e 1.700 a-¢ 0.2660 a-d 0.0166 a-e 27.60 a-b 0.3720 a-b 18.60 a-d
R2P2B 5.300 b-g 2.000 a-e 1.600 a-¢ 0.2040 a—f 0.0142 a-e 22.80 a-e 0.2300 a-f 16.80 a-f
FZm?2 7.500 a 2.800 a-c 1.700 a-c 0.,3740 a 00232 a 22,00 a-¢ 0.4000 2 17.00 a-f
FMsl 6.800 a-b 2.400 a-d 1.800 a-b 0.2720 a-d 0.0176 a-c 24.80 a-d 0.2640 a-e 16.60 a-f
FAsl 5.900 a-¢ 2.200 a-e 1.900 a 0.2760 a-d 00171 a-e 2640 a-c 0.2140 a-f 17.80 a-e
Flel 6,000 a-c 1.800 a-¢ 1.400 a-d (.3080 a-b 0.0188 a-d 26,40 a-c 0.3240 a-¢ 17.20 a-f
¥led 6,300 a-b 2.400 a-d 1.900 a (0,3000 a-b 00176 a-e 23.80) a-d 0.2620 a-e 19.20 a-¢
FLe5 6.500 a-b 3.200 a-b 1.800 a-b 0.3740 a (0.0240 a 29.80 a 0.3500 a-b 17.00 a-f
FLeo 5.875 ac 2.250 a-e 1.750 a-b 0.2175 a-f 0.0143 a-e 18.50 a-f 0.1900 a-f 16.25 a-f
FLe7 5.800 ac 2.000 a-e 1.500 a-d 0.1520 b-f 0.0101 a-e 18.40 a-f 0.1180 ¢-f 15.00 a-f
T8#* 2125k 1.000 d-e 1.375 a-d 0.0400 £ 0.0034 d-e 11.33 e-f 0.0533 e-f 9.33 c-f
SZml 4.200 ¢+ 1.400 c-e 1.500 a-d 0.1020 ¢-f Q.0087 a-e 17.80 b-f 0.1240 ¢-f 11.20 b-f
SZm2 6.100 a-c 3.200 a-b 1.700 a-¢ (.2540 a-e 0.0157 a-e 2400 a-d 0.2360 a-f 2320 3
SMsl 6.300 a-c 2.800 a-c 1.800 a-b 0.2860 a-c 0.0198 a-c 25.40 a-d (.2640 a-e 26.80 a-b
SMs2 3.700 d-k 1.200 d-e 1.500 a-d 0.0940 d-f 0.0060 b-e 11.60 e-£ 0.0620 d-f 10.00 b-f

Los tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (@=0.05}.
*Testigos que emplearon el medio de cultivo para TP=Piewdomonas, TA=Azaspiridlam, TE=Fijadoras de nirrdgeno de vida libre y TS=Solubilizadaras de fisfora
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Tabla 23. Efecto de la inoculacion de cepas PGPR sobre plantas de jitomate a los 70 dias de desarrollo,

ALTURADE LA

NUMERO DE

DIAMETRO

PESQO FRESCO DE

PESQ SECO DE

LONGITUD DE

PESO FRESCO

PESQ SECO DE LA

TRATAMIENT0O|, PARTE AEREA HOJAS DEL TAILLO LAPARTE AEREA | LA PARTE AEREA LA RATZ DE LA RAIZ RATZ
Tp* 7.125h 3.500 f 1875 h 3953 0,0225 e 5750 ¢ 0.623 ¢ 0.1133 d
PZm2 17.750 g-h 6.750 e-f 3.875 f-h 13.215 e-f (.7950 d-e 20125 ce 13.770 e-& 44600 b-d
PMsi1 34.667 b-h 10.667 a-e 5667 h-f 31.997 3-f 2.1933 c-e 26.000 a-e 20,627 d-g 4.0967 b-d
PMs2 56,750 a-¢ 13.250 a-e 6125 a-f 71465 a-f 4.4900 h-e 43.125 s¢ 47275 b-g 0.6825 a-d
PMs3 27625 ¢c-h 8750 c-f 5.250 ¢-f 23.688 e.f 14175 d-e 30.500 3-e 17.350 d-g 2.7350 b-d
PMsd 52.625 a-f 14.250 a-¢ 0.500 a-e 70400 a-f 5.0750 b-e 40.500 a-c 51.060 b-g 15,2825 ad
PAsl 25.800 d-h 7400 ¢-f 4500 d-g 24572 e-f 1.5324( d-e 20.800 b-¢ 20.838 d-¢ 40600 b-d
PAs2 4167 b-p 12.000 a-e 6,167 a-f 47.653 b-f 34600 c-e 27.667 a-e 38.347 c-¢ 7.4867 a-d
TA¥ 22750 f-h 6.500 e-f 3.000 g-h 13.258 e-f 0.9050 d-e 19.000 c-e 14.057 c-p 2.3067 c-d
YS9 44.250 b-g 12.250 a-¢ 7.000 a-c 66.545 a-f 4.9000 b-e 39.750 a-c 68.768 a-g 16.1725 a-d
AZml 64.500 a-b 16.000 a-b 7.750 a-¢ 112.150 a-c 8.8075 a-c 45.750 a-c 92.075 a-d 28.4275 a-d
AZmj3 45.750 b-g 13.500 a-e 8.000 a-b 73273 a-f 51775 b-e 42.000 a-c 72.608 a-¢ 18.3600 a-d
AZm5 59.800 a-b 16.200 a-by 8.100 a-b 121.678 a-b 10.5460 a-b 53.200 a 143.026 a2 31.8380 a-b
AMSs3 75.750 a 17250 a 8.250 a 138.800 a 11,8400 a 49.750 a 123.050 a-b 342700 a
AAsi 44.400 b-g 12.200 g-e 7.300 a-¢ 62.154 b-f 4.4620 b-e 39.400 a-¢ 67.924 a-g 17.8660 a-d
TE* 25.667 d-h 7.000 d-§ 4333 eg 13.683 ¢-f 0.9367 d-¢ 19.667 c-¢ 8.620 f-g 1.2967 c-d
S5BE 55,400 a-d 14.400 a-¢ 6,900 a-d 82.404 a-e 7.2820 a-d 44.200 a-c 92.430 a-d 27.7740 a-d
R2P2B $).333 b-g 11.667 a-e 6.833 a-d 44,877 ¢-f 31167 c-e 41.333 a-c 54.370 b-g 11.3067 a-d
FZm2 43.400 b-g 11.800 a-e 6.700 g-¢ 50.620 b-f 47760 b-e 44.200 a-c 74.280 a-g 18.9780 a-d
FMsl 55.000 a-d 12,400 ac 6.600 a-e 64.264 b-f 4.8440 e 46.000 a-c 77164 ag 2008740 a-d
FAsl 51.200 a-f 13.600 a-e 7.500 a-¢ 89.926 a-e 6.5100 a-e 49,200 g 87.208 a-e 22.9560 a-d
Flel 62,000 a-h 14.400 a-c 700 ac 101.608 a-d TGT00 a-d 48.600 a 104.546 a-c 35.0140 g
Fle4 48.000 a-f 13.000 a-e 6.700 g-2 68416 a-f 5.8980 a-e 46.000 a— 98.888 a-c 30,4380 a-c
FLe5 52.875 a-e 14,500 a-¢ 7.000 a-c 73970 a-f 6.6625 a-¢ 47.750 a-b 100525 a-c 26,9730 a-d
Fle6 51.600 a-f 12400 a-e 7.300 a-c 79.332 a-f 7.0360 a-e 43.200 a-c 94.392 a-d 25.9360 a-d
Fle? 45.500 b-g 12.250 a-e 6.250 a-e 57.040 b-f 4.6325 b-e 45.25) a-c 79.660 a-f 224800 a-d
TS* 27.000 ¢c-h 8.333 ¢c-f 4333 e-g 13.240 e-f 1.0867 d-¢ 13.000 d-e 12.367 e-p 1.8700 c-¢
SZml 28.200 ¢-h 9.800 b-f 6.000 a-f 27.800 d-f 2.0200 ¢-¢ 35.000 a-d 34.646 c-g 6.0800 a-d
SZm2 24,750 e-h 10,000 b-f 6.250 a-e 36.698 ¢-f 24875 ¢-e 20.875 a-¢ 37.460 c-g 7.7575 a-d
SMsi 36.750 b-g 11.730 a-e 7.000 a-c 61600 b-f 3.1000 c-e 37750 a-d 42720 c-g 7.2475 a-d
SMs2 51.200 a-f 14.000 a-d 7.600 a-c 79.658 a-f 7.3200 a-d 48.800 a 71712 a-g 22.3140 a-d

Los wratamientos que comparten la misma lerra no presentan diferencias estadisticamente sigruficativas (@=0.03).
*Testigos que cmplearon el medio de cultivo pare TP=Psewdomonas, TA=Azospiriflam, TE=Fijadoras de nitrdgeno de wida libre y TS=Solubilizadoras de fésforo
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Por lo que en este bioensayo (B5) se seleccionaron 4 de Agospirillum y 3 cepas
fijadoras de nitrgeno de vida libre. Los incrementos tespecto al testigo obtenidos con cstas
cepas se muestran en [a Tabla 24.

Tabla 24 Incrementos (%) en las variables evaluadas a los 70 dias de desarvollo con cepas PGPR.

CFPA EALTURA NUMERO || DIAMETRO PESO PESO LONGITUD PESQ PESO
DE HOJAS DL FRESCO || SECO DE DI LA FRESCO || SECO DE
TALLO DELA || LAPARIE RAfZ DE LA LA RAfZ
PARTE AEREA RAIZ
AFRIA
v89 |l 945t || 8846 | 13333 || 401.94 || 44144 | 109.21 || 389.22 || 601.12

AZmi || 18352 || 14615 | 15833 || 74594 | 87320 | 14079 || 555.03 | 1132.41

AZm5 || 16286 | 14923 || 170.00 || 81781 | 106530 | 180.00 | 91750 || 1280.26

AMs3 || 23297 || 16538 || 175.00 || 94695 |l 1208.29 || 161.84 || 77539 | 1385.69

Flet || 14156 1| 10571 || 6397 ][ 64257 || 719.50 || 147.12 || 111283 || 260031

|
l
l
l
| SSBE [ 11584 | 10571 I 5935 | 50222 | 67744 || 12475 | 97227 | 2041.95
|
I

Fles || 10601 || 10714 | o166 || 44058 || 61130 | 14280 | 1066.18 || 1980.33

Respecto a las otras cepas los mcrementos fueton menos espectaculares, no obstante,
los valotes registrados siempre resultaron superiores a los registrados en los testigos
correspondientes, lo que permitié confitmar los resultados de los broensayos B1, B2 y B3.

En las Graficas 4 a 7 se muestran los resultados del seguimiento de 3 varables de
crecamicnto. En general se observa que, para la mayoria de las cepas, cl efecto que se
registrd a los 35 dias se mantuvo a los 42 dias y las diferencias entre el testigo v los
tratamientos moculados se hicieron mas evidentes a medida que transcurrid el ttempo. En
cambio con las cepas AZm3, R2P2B y SZm?2 el cfecto detectado se desvanectd a través del
tlempo,

Estos resultados comciden con lo teportado por Bashan e/ 4/, (1996) quienes indican
que el efecto observado en plantulas (35 dias) permanecen o se desvanecen a través del
Hempo.

Es conveniente hacer notar que la mayorfa de los reportes respecto a este tipo de
estudios corresponden a evaluaciones en plantulas de 30, 35 v 45 dias (Conn et ¢/, 1997; de
Frettas y Genmda, 1991; de Frestas ef «/, 1993; El-Khawas y Adachi, 1999). Lo antetior
indica la importancia de efectuar las evaluaciones en etapas mas avanzadas de crecimiento.

64 BIOL. ROSALBA ESQUIVEIL COTE




RESULTADOS ¥V DISCUSION

&0 - o P72
50 4 ALTURA (cm) - & 1
40 . wo P2
/A i PMB3
30
—%— Phs4
20 4 —3e-— PAs1
10 - -6~ PASZ
0 i . . ; . : , S y =
42 dias 49 diag 55 dias 63 dias 70 dias
DiAS DE DESARROLLOD
16 i ""*"'" F’Zm?
14 4 NUMERO DE HOJAS —~%— PMs1
2 ]
1 oo P RS2
10
3 - Pis3
8 —3-- PMs4
4 g PAST
5
5 T PARE
42 dias 48 dias 56 dias 63 dias 70 dias —_—TP
DIAS DE DESARROLLD
7 e P72
6 DIAMETRO DE TALLO (mm} e~ PMs |
°1 e PMS2 -
4 4 ‘
et Pils3
5
et Pled
2 -
1 —¥-— PAs1
o : : : ’ . - PAs2
42 dias 49 dias 56 dias £3 dias 70 dias TP

DiAS DE DESARROLLO

1'P= "testigo con medio de cultive King B.

Grafica 4. Desarrolle de plantas inocnladas con cepas del género Pseudomaonas a través del tiempo (dias).
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Grafica 5. Desarvollo de plantas inoculadas con cepas del género Azospirillum fravés del tiempo (dias),
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Grafica 6. Desarvollo de plantas invenladas con cepas Fijadoras de nitrogeno de vida libre a fravés del
tiempo (dias).
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I'n las Graficas 8 a 15 se muestran los resultados de todas las variables evaluadas, estos
petmiten una comparacion mas objetiva de los resultados obtentdos a los 35 y 70 dias.

En estas graficas se observa claramente que tespecto a Pseudomonas, la cepa PMs3 que
mostrd el mejor resultado a los 35 dias fue una de las que indujo una altura intermedia a los
70 dias v fue superada por la PMs2 y PMs4; ast nsmo, tespecto a Azespirilum, ¢l efecto de
la cepa AZm3 mostrado a los 35 dias fue superado por otras cepas. Fn cuanto a las
fijadoras de nitrdgeno de vida libre, a los 35 dias sc obscrva un desarrollo muy similar, en
tanto que a los 70 dias sobresalen las cepas S5BE v FLel; asi mismo, en las solubilizadoras
de fésforo se tiene que la cepa que en la primera etapa mosttd los valores mas bajos
corresponde a la que se seleccioné alos 70 dias.

Fin las otras variables se observaron respuestas similares.
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3.4.4 Bioensayo 6 y cuantificacion de fitohormonas por HPLC
3.4.4.1 Bioensayo 6 (BG)

 Se probaron tres cepas del géneto Agespirillum (AZm5 y AMs3) y una fjadora de
nitrdgeno de vida libre (TLel), las cuales promovieron ¢l crecimiento del jitomate a 70 dias
" de desarrollo en todas las varables cvaluadas.

- Andlisis fisicos y quimicos del suelo. Fl suelo presentd alta pedtegosidad con rocas calizas,
“las cuales tuvieron fuerte reaccién al HCl (10%). En Ta Tabla 25, se presentan los resultados
de Tos andlisis fisicos v quitnicos del suelo, en donde la textura presentd una proporcion de
- arena, limo y arcilla de 79.28%, 14.24% y 6.48% respectivamente, lo quc nos mdica un suelo
- bien atreado, como se corrobora con los datos de porosidad (51%). Scgun Gaucher (1971)
valores de D.R. entre 2.35 y 2.45 corresponden a suelos de tipo calcireo. El pH resultd
ligeramente alcalino, pero 6ptmo para ol culiivo de jitomate en el tipo de textura registrado;
por otra parte, coincide con la caracteristica calcarea del suelo {Jackson, 1976). T.a cantidad
de nitrégeno corresponde a la proporcion de materia organica registrada, la cual fue alia
(Fassbendet v Bornemisza, 1987). No asi la de fosforo, segin Ortiz-Villanueva (1977) 1a
disponibilidad de fosforo (P) para la planta, particularmente en suelos calcareos es baja, ya
quc a pil’s de 7.5 a 8.5 mucho del P inorganico estd como fosfato octacalcico, no
aprovechable para la planta.

Tabla 25. Andlisis fisicos y gzzm'sz del suelo de Affajayucan, Hidalgo.

] ANAIISIS | . RESULTADOS [
| Reaccion al HC (10%) I Fope |
q Calor | Seco 75 YR 5/2 Himedo 10YR2/2 |
! Textura : : Arena Migajonosa E
| Densidad aparente (D.A.) I 1.15¢/ cc f
| Densidad real (D.R.) I 2358/ cc l
| Porosidad (P) | 51 % |
| pH (suelogua, 1:2.5) | 7.80 |
I pH (suclo:CaCl,0.05M, 12) I 6.85 |
| Matcria organica (M.O) I 215 |
4 Nitedgeno total (N'T) | 0.1010% l
] Fésforo total (PT) L iﬁ <(L.5 ppm |
I Na’ : ” 0.1795 /g suelo I
| K’ ‘ H (1.1837 g/ g suelo l
! Ca™” ” 26.67 meq/ g suelo |
| Mg I 4.26 meq/ g suelo |
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i

Control de calidad de los indculos. Fn la Tabla 26 se observa que con el ajuste a la
absorbancia de los diferentes inculos, se lograron poblaciones viables por ml. de ndculo,
similates a las obtenidas en los B4 y B5; concentraciones que fueron suficientes para lograr
la mfeccidn en plantulas de Lycgpersicon escnlenturs, lo que se demostrd a los 35 dias de
desarrollo.

Tabla 26. Nimero de bacterias presentes en ¢f indeulo inicial y adberidas a sewillas en cepas

seleccionadus.,
| CEPA I A(560) |l UFC/mLINOCULO || UFC/SEMILLA |
l AZm5 i 0.011 i 7x10° il 2 x10° |
] AMs3 i 0.010 | 1x 10 | 2 x10° ]
] FLel i 0.031 | 1 x10° I 3 X10' |

Fertilizacién., La dosts empleada se establecid de acuerdo con el método de Morgan y
corresponde a: 177.6 Kg urea/ha, 261.6 Kg superfosfato tuple/ha v 96 Kg cloruro de
potasio/ha, la cual se recomicnda para suelos con bajos mveles de N v P, v medio de K,
niveles que corresponden para el suelo en estudio.

Efecto _dec la inoculacién de cepas PGPR a diferentes dias de desarrollo en plantas de
fitomate. La germinacton fue ligeramente inhibida por dos de las cepas y por la fertithzacion
completa. Respecto a las otras variables evaluadas no existen DILS en ninguno de ellos, Io
que invita a pensar que los nutrimentos proporcionados a cada tratamiento son los
suficientes para esta etapa de desarrollo (vegetativa) del fitomate; no obstante lo anterior, ¢l
tratamicnto FM presenta en la mayoria de las vanables (a excepcidn de la altura) valores
ligeramente inferiores (Tabla 27).

Tabla 27. Efecto de la inocrlacion de cepas PGPR en of desarvollo de la parte aérea de plantas de
Jitomate a 70 dias ds desarrollo.

TRATAMIENTO Y ALTURA NUMERO DI DIAMETRO %

GERMINACION (cm) HOJAS DE TALLO RACIMOS }
(6 DIAS) {mm) FLORAILES *

AzmS+PM || 8666 [ 2045 || 1010 ] 590 | 50

[ AMs3+ M || 80 [ 2965 | 1050 | 630 70 ]

[ FLel+fM || 100 I 2640 | 1031 | 600 I 70 |

[ TRM || 100 I 2780 | w00 1 578 [ 30 ]

! TFC I 80 | 2760 || 1080 | 6.20 il 90 |

* Las 10 plantas de tratamiento representaron ¢l 100%.
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Fn cuanto a la aparicién de racimos florales (Tabla 28), solo sc presentaron DES a
los 98 dias, en donde el mejor tratamiento cortesponde a FLel. El comportamiento de las
plantas cambiG a través del ttempo en todas las variables evaluadas.

Tabla 28. Efecto de la inocilacion de copas PGPR en la aparicion de flores en plantas de jitomale a
diferentes dias de desarrollo.

TRATAMIENTO | NUMERO DE FLORES |

| 98 DIAS il 120 DIAS I 134 DIAS |

[ AZm5+ FM i 144 b I 4.30 I 11.60 |
[ AMs3+ FM I 2.50 b I 6.00 | 10.90 |
| FLel+IM | 544 a | 6.11 I 9.55 |
| TFM I 3.66 ab | 311 | 11.88 |
| TFC Il 3.40 ab I 6.90 1 11.30 |

En tanto que, respecto a la aparicidon de frutos, el mejor tratamiento corresponde a la
fertilizacton completa v en un segundo grupo, a los tres tratamientos inoculados, los que
aun cuando no alcanzaron la cantidad de frutos del TT'C, son superiores a los de la
fertilizacion media, a la que superaron de un 42 a 77% (L'abla 29).

Tabla 29. Ifecto de la inocutacion de cepas PGPR en la Jormacion de frutos en plantas de jitomate a
diferentes dias de desarrollo.

TRATAMIENTO 1 NUMERO DE FRUTOS ]

| 120 DIAS I 134 DIAS |

1 Azm5+FM i 2.50 ab | 4.10 ab |
| AMs3+FM I 2.00 ab | 4.90 ab l
| Flel+FM I 370 a | 5.10 ab ]
| TEM i 022 b i 2.88 b |
! TFC i 370 a | 6.40 2 [

Los tratamientos que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (0=0.05).
Anexo 5

Ils conventente aclarar que, a los 98 dias de desarrollo durante el tego, se titd una
maceta, dejando al descubierto las raices, accidente que permitio descubrir agallas a lo largo
de éstas (Fig. 9), por lo que sc procedid a realizar un muestreo cuidadoso de las raices, al
menos en tres repeticiones por tratamiento confirmandose asi, la presencia de agallas en
todos y, ademas, mediante observaciones al microscopio (Fig. 10) sc observd que eran
causadas por nematodos.
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Figura 9. Raives de jitomate (98 dias de desarrolls) con agallas (sefialadas por flecha)
Observacion a simple visia.

b)

Figura 10. Nemdtodos (sefiatados con flecha) en raices de jitomate (98 dias de desarvollo)
vistas con microscapto optico (40x). a) Fuera del legido de la raisy &) Dentro del tejido de la raiy
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Aln cuando se estuvo consiente de que estos organismos  disminuyven la
funcionalidad de las plantas y favorecen la mvasidén de otros organtsmos, provocando
marchitez v muette, se de_c___idi(') llcvat cl experiment_o .hasta produccion.

Dado lo anterior, el rendimiento obtenido por los tratamientos inoculados y no
‘inoculados (Tabla 30), result6 por deba]o a lo rcportado para la varicdad Lucas en otros
estudios con suelo (Urzaa, 2001) '

T: abla 30. Efecto de ia inoculacion de cepas PGPR en la produccion de frutos (kg) en plantas de jitorate
 despuis de cinco cortes consecuiivos,

| TRATAMIENTO - [ PRODUCCION (kg/planta) B
| AZm5+FM - 0.227 ab ]
| AMs3+EM | | 0.237 ab B
[ FLel+I'M I 0.346 a B
] ‘TEM | 0.173 b l
{ T'HC | 0.246 ab i

Los tratamicntos que comparten la vusma letra no presentan daferencias estadisticamente significativas {o=0405)
Anexo 5

La Tabla 30 muestra que a un nivel de significancia de 0.05 se encontraron DES; el
mejor rendimiento se obtuvo con el tratamiento [FLel+EFM, respecto a 'THFM; en tanto que,
con las otrabgiios"(':epﬂs el rendimiento fue ‘similar al obtenido con la ferﬁ]izacién completa,
lo que md1ca la pObibﬂld’ld de disrnjnun: las dosis de fcrtﬂuanteq quﬁmcos |

Qon&defando los resultados de producczon en los que se observa cl cfccto benéfico
de las bacietias ulocmadas a pesat de la infeccion por nematodos €s. convemente conﬁrmat
estos resultados Con OTros EXPenmenios. :

344.2. G mmr f Lﬂﬂﬁﬂ de f fafwme'mm (aado indol-3 ﬁaceﬁco )r gzbem&mr) _por HPL(

Estandares dc Acido mdoi_ 3 acético v acido berchco J:i ticrnp() de tetenc1on para el acido
indol-3 acético. (AIA} fuc de 15. 28 Los tiempos de’ retencitn. del a(:ldo giberéhico (AG)
entre 24.54 y. 28.07 (Ancxo 3), ya que €l reactivo empleado fue una mezcla de compuestos
giberélicos.

Cuantificacion de fitohormonas en cepas POPR. Tin esta determinacidon se incluyeron 12
cepas: 10 seleccionadas en los tres primeros bioensayos, los cuales se eligicron al azar y dos
que se emplearon como controles negativos, que corresponden a las que no indujeron la
promociGn del desarrollo vegetal.
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En la Tabla 31 sc presentan los resultados de la produccion de fitohormonas, en ésta
se observa que solo dos produjeron ALA y AG. Tos valores obtenidos con la cepa V39 son

muy similares a los indicados por Hernandez (1997), quién reportd 43.4 g de ATA/mT. de
cultivo y 91.5 pg de ATA/ml. medio de cultivo; v sélo tres cepas produjeron giberelinas i
vitro. En tanto que en las demds no se detectd a ninguna de las fitohormonas.

Tabla 31 Cuantificacion de fitohormonas (dcido indol-3-acético y giberelnas)

por HPLC
GRUPO CEPA ALA 1 AG. ],
BACTERIANO (ue/mL medio de cultivo) (ne/mL medio de cultivo) i
— Pzmz | 0 I 0 |
Prendomonas ; PAsl [{ ] 1{ 0 |
vy 4177 I 76.11 |
Azospariilnm | Azms || 0 I 62.74 }
[ a3 4.08 I 57.17 ]
| R2r2B | 0 [ 0 j
Fijadoras de nitrégeno | S5BR i 0 Ji 0 }
de vida libre | Flel !L_ 0 H 0 |
j FLc4 i 0 i ) J
| szmt |l 0 i 0 |
Solubiiizadores de || SMsl I 0 I 0 j
fosforo [ SMs2 I 0 I 0 ]

Es conveniente aclarar que las cepas AZmb5 y AMs3 tuvieron un comportamiento
constante a través de todos los bioensayos en donde, ademas, se detecto la presencta de al
menos una de las fitohormonas en estudio, resultados que coinciden con lo reportado por
Bashan vy [ lolguin, 1997; Crozict, ef af, 1988 y Tien ef af, 1979

En tanto que la cepa AMs3, atn cuando produjo cantidades reducidas de ATA dio
lugar a un nivel elevado de AG; y su comportamiento fue constante a través de todos los
bioensayos. Asf mismo los resultados de los bioensayos y produccidon de giberelinas
obtenidos con la cepa AZ.m5 coinciden con lo reportado en la literatura (Bashan y ITolguin,
1997; Cacctant ef a/, 1989; Casullo y Martinez, 1997; Crozer, ¢f af, 1988; Tien er u/, 1979).

Por otro lado, Ross y O'Neill (2001) sefialan que la produccién de giberelinas en
plantas a menudo es favorecida por la presencia de auxinas.
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Respecto a las otras 7 cepas seleccionadas por su capacidad para promover cl
desarrollo, se tiene que en ninguna se registrd la produccion de fitohormonas, por lo que su
efecto pudo estar dado por otro mecanismo o pot otros compuestos de naturaleza indolica
con actividad biologica como mdol-3-etanol, indol-3-metanol, acido-3-ndol lactico y acido-
3-indol butirico Brc ¢f al, 1991; Crozier e/ al, 1998; Olyunina y Shabaev, 1996; Tien ez 4/,
1979).

A este respecto  llartmann e 2/, (1983) afirman que el mdolactato,
indolacetaldehido ¢ mndolacetamida, reaccionan positivamente al reactivo de Salkowsky, ya
que mediante la prueba de Gordon y Weber se detectaron concentraciones elevadas de
compuestos indohcos en los cultivos de las cepas en estudio, o bien, a mterferencias de los
componentes de los diferentes medios de cultivo o a un tiempo de mncubacidon madecuado.
Con relacidn al primer aspecto se tiene, que pata cada grupo se emplearon medios de
cultivo diferentes, v que las peptonas contenidas en el medio King B interfirieron con el
registro de picos, mientras que, respecto al segundo punto se deben considerar la edad v
condiciones del culttvo, la ausencia o presencia de algiin nutrimento esencial que influyen
grandemente en el metabolismo de los microorganismos o, a los procesos de extraccidon y
técnicas de cuantificacidn para este tipo de sustancias.

Por otro lado, también es posible que estos compuestos no se estén produciendo in
vitro pero S1 1 it COMO scnala Bem?n et al, (‘l 998) v Costacurta et al, (1998) qmeneq

pot b cterias del género Pseudomonas.

3.5 IDENTIFICACION DE RIZOBACTERIAS SELECCIONADAS
3.5.1 Caracterizacion primaria de PGPR del géncro Pscudomonas

Las caracteristicas microscopicas que presentaron las 7 cepas empleadas en los B4 y
B5, desarrolladas en Medio King B, correspondieron a aquellas descritas para el género
Pseudomonas. Bacillos Gram negativo, moéviles y de extremos redondeados (Iolt, ez 2, 1994).
En las Tablas 32 y 33 se observa que dichas cepas al ser cultivadas en Gelosa Nutritiva y
Agar Cetrimida mostraron caracteristicas muy sumnilares.

Fl desarrollo de pigmentos fluorescentes amariloverdosos (fluoresceina) son
caracteristicos de P. fluorescens (Brock y Madigan, 1993); tipico de las cepas en estudio.
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Tabla 32. Caracteristicas coloniales de cepas de Pseudomonas,
en cultivos de 48 horas desarrofladas en Gelosa Nutritiva.

CEFA COLOR l FORMA ’ ASPECTO BORDE ELEVACION l_-D[FUSiéN DE

PIGMENTOS
| PZm2 §  Crerm :H Circular || Cremosa ||  Tntero || Convexa J[: No |
| PMs1 || Crema :l | Cicular | I:Cremosa [ Entero || Convesa | [ MNo |
| PMs2 | Crema || Cicular || Cremosa || FEnwero || Convexa | — No |
| PMs3 || Crema |[ Ciwdar  |[ Cremosa F Tntero ||  Convexa [E No |
| PMs4 || Crema || Cicular || Cremosa [ FEntero ][ Convexa [E No |
| PAst || Crema || Cicular || Cremosa | Entero || Con\feanL No |
| PAs2 || Crema | Circular H__( temosa || Hntero || Convexa || No |

Tabla 33. Caracleristicas coloniales de cepas de Psendomonas,
en ciltivos de 48 horas desarrolladas en Agar Cetrimida*.

[ CLPA COLOR ‘ FORMA ASPECTO BORDE ‘ ELEVACION DIFUSION DE

7 7 PIGMENTOS**+
| PZm2 | Crema :H Circular || Cremosa || Entero |l Convexa || amarillo anaranjado |
| PMs1 | Blanca :H Ciccular || Cremosa || Entero || Convexa || amarillo verdoso |
| PMs2 || Amarila || Circular || Cremosa || Eatero ][ Convexa || amatillo verdoso |
[ PMs3 || Verdosa || Circulae || Cremosa ||  Enatero || Convexa | amarillo verdoso |
[ PMs4 || Crema || Circular || Ciemosa ][ Entero || Convexa || amarillo verdoso |
" Past [ Crema || Circular || Cremosa || Entero || Convexa || amatillo anaranjado |
[ PAs2 || Crema :“ Circular ]| Cremosa [ Tatero jr Convexa || amarillo verdoso |

*Anexo 2. **Pigmentos fluorescentes.

Tabia 34. Reaccién de la oxidasa en cepas de Psendomonas.
F PZm2 || PMsi || PMs2 | PMs3 || PMst | PAsl | PAsz |
|

- o+« o+ o o+ 0+ i+

3.5.2 Caracterizacion primaria de PGPR del género Azospirillum

En todas las cepas se observo un microorganismo bacilar Gram negativo; también
se obtuvo un desarrollo tipico de Azospzrillum en el medio Nfb semisoélido que corresponde
a la alcalinizacion del medio con la formacidén de una pelicula blanca de 2mm debajo de la
superficie.

La movilidad se verifico con una tincidn en fresco, a partir del medio antes
menctonado, en o cual se observé un mictoorganismo vibrowde y con movinientos
rotatorios  sobre su mismo eje, caracteristico en bacterias del género Azospirillum
(Dobereiner y Day, 1976; T'arrand ef 2/, 1978), asi como granulos de poli-B-hidroxibutirato.
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Tabla 35. Caracteristicas coloniales de cepas de Agzospirilium,
en cultivos de 72 horas desarvolladas en Celosa Nutritiva.

E CEPA [T COLoR || FORMA || ASPECTO |} BORDE || ELEVACION ]
| V59 I Crema I Circular || Seco i Ondulado Hzifculos concentricos |
| AZml | Crema I Circular || Seco Il Lobulado || Citculos concéntricos |
! AZm3 I Beige I Circular || Seco I Ondulado || Circulos concéatricos |
| AZmb5 I Crema | Circulac || Seco i[ Onduiado_—H Circulos concéntricos |
[ AMs3 H Crema H Circular ]r Seco EE Lobulado H Cisculos concéntricos i
{ AAsl H Amartlenta H Circular || Seco E] Tobulado || Citculos concéntricos ]

Tabla 36. Caracleristicas coloniales de cepas de Azospiritlun

en cultivos de 5 dias desarrolladas en Apar Rojo Congo™,
[ CEPA [ corLor ][ "TFORMA |l AsPrECTO [ BORDE || ELEVACION ]
; VS9 || Rojo ” Circular || Seco H Ondutado “ Circulos concentiicos ]
l AYml “ Rojo ” ‘Circular i[ Seco “ Lobulado ” Circulos concéntricos I
[ AZm3 i Rojo | Circular | Seco || Ondulado || Circulos concénuicos |
] AZm5 }[ Rojo ” Circular H Seco H Lobulado || Circulos concéntricos |
| AMs3 H Rojo ﬂ Circular _H Seco H Lobulado “ Circulos concéatricos |
| AAsl | Rejo | Citcalar [ Seco Il Lobulado || Circulos concentricos |
* Anexo 2

Tabla 37. Caracteristicas coloniales de cepas de Azospirillum

en cultivos de 5 dias desarrolladas en Agar Papa Dextrosa™.
| CEPA [ coLor || FORMA || ASPECIO | BORDE || ELEVACION |
{ V59 “ Rosa H Circular H Seco ” Ongulado “ Circulos concentricaos I
f AZml || Rosa H Circular H Seco ” Ondulado H Circulos concénreicos l
1 AZm3 || Rosa | Circular || Seco || Ondulado || Citculos concéntricos |
I AZmb5 ” Rosa H {ircular “ Seca ” Undalado ” Circulos concéntricos i
l AMs3 i Rosa | Circular || Seco | Ondulado || Circulos concéntricos |
] AAsl I Rosa | Circular || SECO | Tobulado |l Circulos concentricos |

*Anexo 2

Tabla 38. Reacion de la oxidasa en cepas de Agospirillum.
| v8s || AZmi ][ AZm3 || AZm5 || AMs3 [ AAs1 |
| * I + | + 1 + | + | + |

Las cepas AZm3, AZm5 y AAsl requirieron biotina (0.1%) como factor de
crecimiento para su desarrollo; por lo que presuntivamente se trate de la especie Zpofernm,
mientras que las cepas AZm1 y AMs3 no la requirieron; lo anterior de acuerdo con Tarrand,

et al. (1978).
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3.5.3 Caracterizacion primaria de PGPR fifadoras de nitrégeno de vida libre

Todas las cepas se manifestaton como fijadoras de nitrogeno, al crecer
abundantcmente cn medios de cultivo carentes de una fuente de nitrogeno (Waskman 77 y
Tipman) bajo condiciones aerdbicas. Los principales géneros conocdos  como
microotganismos del suelo fjadotes de nitrdgeno de wida libre son Gram negativos:
Azospirillum, Asolobacter (los mas conocidos), Agomonas, Bejerinckia, Derxia (Brock y
Madigan, 1993) y algunas enterobacterias como Kiebsiella y Escherichia.

Sin embargo, ninguna de las cepas en cuestién presentaron la movilidad tipica de
Aszospirillum, tampoco presentaron la motfologia tipica de Agotobacter (bacilos grandes) mi la
formacidn de qustes. Por otro lado, el género Agemonas primariamente acuaticas, no
cotresponden a bacterias del suelo.

Tabla 39. Caracteristicas microseGpicas de cepas fijadoras de nitrgpeno de vida lLibre.

| CEPA || GRAM |[ MOVILIDAD |[ MORFOLOGIA |[ EXTREMOS CELULARES || OTROS i

[ ree2B || - 0 - [ Cocobacilos ][ Tigeramentc en punta || No |
S5BE -] - Bacilos Redondeados (sranulos de reserva a

los extremos

| Fzm2 || - I + I Bacilos I Redondeados || No |

FMs1 - - Bacilar Redondeados No
pleomorfica

| Flcl JL - || - || Bacilos H Redondeados ” Grinulos de xesen;a i

| Fled ][ - I - It Bacios | Redondeados || Grinutos de reserva !

| Fles I - + I Bacilos I Redondeado |l Granulos de reserva |

| Ples | - I - i Bacilos il Redondeado || Granuios de teserva !

El géneto Derxia corresponde exclusivamente a bacterias de suclos tropicales (acidos)
y las cepas en estudio fueron aisladas de suelos calcareos (Valle del Mevquital, Hgo.) o
neutros {Celaya, Gto.).

Las bacterias del género Bejerinekia son bacilos con grandes cucrpos de lipidos en
cada extremo; forman colonias de apariencia brillante a causa de la abundante mucosidad
capsular. La prueba de la oxidada es positiva. La cepa S5BE (de coleccidn) comncide con
dichas caracteristicas (Tabla 39 y 41), ademas este género no crece en placas con Gelosa

Nutritiva (Tabla 40).
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Tabla 40. Caracleristicas coloniales de cepas fijadoras de nitrogeno de vida libre,
ew cultivos de 72 horas desarvoliadas en Gelosa Nutritiva,

Fleb W Crema _H Circular JL Brillosa |F Fateio |r Convexa
Fleb | Ciema-dmbar J|  Circular Jr Butirosa ” Entero || Convexa

[ CEPA 1 COLOR i FORMA || ASPECTO ||  BORDE || ELEVACION |
|  R2oP2B _]I Crema i Circular j | Opaca Jiﬁ Eatero | Convexa |
[ S5BE | Sin desaceollo ”jSin desarrollo || Sin dcsarmﬂojl Sin desar‘r‘o!}oj] Sin desarrollo |
[j Zm2 i Crema ||  Circular H: Brillosa ]Lhregular I Convexa |
l: FMs1 I Crema || Circulart || Budrosa || FBatero i Convexa |
| Flel I Crema N Circular Jr Opaca || Entero || Convexas |
]_ Fled ] ! Crema 1 l Curcular | L Opaca H Eateto || Convexa |
| |
L |

=

Tabla 41. Caracteristicas coloniales de cepas fijadoras de nitrdgeno de vida libre,
en cultivos de 72 horas desarvolladas en Medio 1ipwan + NH ,CL

F’: CEPA 1 COLOR FORMA ‘ ASPECTO BORDE ‘ ELEVACION “ DIFUSION DIL
PIGMENTOS
| RoP2B || Blnco || Cucular || Budllosa || Entero ]| Convexa || No j
[ S5BE || Crema || Cicular |[ Muy Gomosa || Entero [LU_rnbonadajr No |
[ FZm2 || Blanca || Cicular || Ballosa || Entero | (ZonvexZH No |
[ PFMst || Blanca || Circlar || Opaca I Entero [ Convexa :” No ]
|__ el || Blanca || Circolar || Brllosa || Entero |L Convexa || No |
E Fle4 | DBlanca JE Cireular || Biillosa || Entero I Convesa || No |
| FLe5 _” Blanca || Circular || Cremosa || Eatero J[ Convexa :” No i
| TLe6 || Blanca || Circular || Cremosa || Fatero J[jonvexa i No [

La cepa FZm2 reacciond a la prueba de la oxidasa negativamente y positiva a la
catalasa, lo que suginG una bacteria entérica; por lo que se resembrd en medio Endo (Anexo
2). Esta cepa desarrollé un color verde ballante a las 24 horas de incubacion; por lo que se
decidié emplear la galerfa Api 20E, dando como resultado para la cepa FZm2 Klebsiella
ferrigena (reportada como rizobactena fijadora de nitrégeno por Emtsev e o/, 1994, citado
cn Pishchik ef o/, 1998), con un 93 % de confianza (Anexo 4).

La cepa FLeb también presentd buen desarrollo en medio Endo, sin el caracteristico
color verde brillante de las enterobacterias. La reaccién a la oxidasa fue negativa y positiva a
la catalasa (Tablas 42 y 43). Para la cepa IFLeb se empleé ia galeria Api 20L; sin embargo, el
perfil bioquimico de esta bacteria es naceptable, por lo que no se logrd su identificacion.

Tabia 42. Reaccion de la oxidasa en cepas fijadoras de witrdgeno de vida libre.

[ R2P2B [ SSBE | FZm2 || FMsi || Flel || FLed | FLe5 || FLe6 ||
(I N T D N R
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Tabla 43. Reaccion de la catalasa en cepas fijadoras de nitrogeno de vida libre.

[ R2P2B || S5BE || FZm2 || FMsl || Flel | Fle4 | TFles || FLet |

I R R R = L = ]

La identificacion del resto de las cepas fjadoras de nitrdgeno de vida libre forma

parte de una investigacion de tesis de licenciatura, la cual tiene como objetivo la

1d

3.

entificacion de estas cepas hasta géneto.
5.4 Caracterizacion primaria de PGPR solubilizadoras de f6sforo

Todas las cepas en estudio presentaron una morfologia microscopica (l'abla 44) y

colomal muy semejante (Tablas 45 y 46), a excepeton de la cepa SZm2. Ya que las bactertas
solubilizadoras  de fosforo corresponden a una gran diversidad de géneros de

m

icroorganismos del suelo, se decidio emplear como primer criterio de identificacion, la

prucba de la oxidasa (Tabla 47). LEsta prueba nos permitio dividir dos grupos, las entéricas

(8Zm1 y S7.m2) y las no enténicas (SMs1 y SMs2).
Tabla 44. Caracteristicas microscdpicas de cepas solubilizadoras de fésforo.
CEPA GRAM ’ MORFOLOGIA EXTREMOS L OTROS
CELULARES
[ SZmt | - [ Bacilos | Redondeados || No |
I Szm2 | Variable !E Bacilos I Redondeados | Grarulos opacos |
| SMst ﬁ” - | Bacilos I Redondeados i No |
[ sMs2 || - [ Bacilos ]I Redondeados || No |

Tabla 45. Caracleristicas coloniales de cepas solubilizadoras de fosforo,
en cullivos de 48 horas desarvoliadas en Gelosa Nutritiva.

CEPA ‘ COLOR FORMA ASPT.CTO ‘ BORDE ELEVACION || DIFUSION DE
PIGMENTOS
[ SZml ” Blanca :H Circularjf Clemosﬂ! Entero gr Convexa J{ No i
| s7zm2 || Salmén:ﬁ Cir'cular_J[ C{emosa_n Entero || (Zonvﬁtxal No |
| SMsl | Crema | Circular || Cremosa ||  Entero || Convexa |, No I
| SMs2 || Crema —“ Ciz'cula::H Cremosa || Entero || Convesa |[ No |

Tabla 46. Caracteristicas coloniales de cepas solubilizadoras de fosforo
en cultives de 48 horas desarrolladas en Medio Ramos Callao.

CEPA COLOR FORMA ASPLECTO BORDE ELREVACION DIFUSION DE
__L I PIGMENTOS
| SZml | Blanca :“ Circular || Cremosa || Entero || Convexa || No
L S7Zm2 j| Salmédn ” Circular H Cremosa “ Entero l

{
1

SMs1 Crema || Cucular ][ Cremosa || Entero || Convex | No
[

|
Convexa J| No i
|
|

SMs2 || Crema :H Circular || Cremosa || FEotero || Convexa || No
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Tabla 47. Reaccion de la oxidasa en cepas solubilizadoras de [osforo,.
| $Zm1 1l SZm2 1 SMst SMs2 |

I R S S —

La cepa SZml, se desarrolld bien en medios selectivos para el grupo de
enterobacterias (Endo y McConkey, Anexo 2), por lo que se decidid usar para su
tdentificacion, las galerias Api 50 CHE y Apt 20 E las cuales son recomendadas para este
fin. Por otra parte, la cepa SZm2 presenté Gram varniable y la presencia de granulos, por lo
que se dispuso a evaluarla mediante la galeria Apt 50 CHB (Bacillus v géneros cercanos), y su
complementaria Api 20 IL. Las cepas SMs1 y SMs2 presentaron buen crecimiento en agar
cetrimida (sin produccion de pigmentos fluorescentes), selectivo para el género Psexdomonas,
por lo que se resolvid identificarlas mediante la galeria Api1 20 NE la cual es especifica para
bacilos Gram negativos, oxidasa positivos no enterobacterias.

3.5.5 Pruebas bioquimicas

El desarrollo en Agar Cetrimida y la reaccion positiva a la oxidasa indican que estas
cepas cortesponden al género Pseudomonas, por lo que se utilizd Ia galeria 20NH del Ststema
Apt, para la 1dentificacién de la especie, cuyos resultados indican que todas las cepas
cotresponden a P ﬂzzomwem v que el grado de certeza que resultd en el Sistema Api es de
Oﬂ 1 .-.1 ﬂﬂ 000/, To Talids AQ o wcinscammnas | | ~

FZ0 l\f AWIEXO 'T) I_Jll 1a 1L auid 0 o0 1COLLICIL 1

las reportadas en la cepa tipo.

" P DY P,
IRV \.I..I.].\.;J.LLJ.LL'& a

Debido a que en el sistema Api no existen galerias para la wdentificacion de
Agzospirillum y la mayoria de las bacterias fgadoras de nitrdgeno, en estos casos se aplicaron
los criterios descritos por Tarrand of af, (1978) para la identificacion de Agagpirillune, cn
tanto que para las fijadoras de nitrogeno de vida bibre (a excepcton de la cepa FZm2) solo se
realizd la caracterizacidn primaria,

Tabla 48. Resultudos obtenidos con el software Aplilab plus Ver. 3.3.3,

para la identificacion de Psendomonas fluorescens .

CEPA % IDENTIFICACION PRUEBAS EN CONTRA
A LA CEPA TIPO*

PZm?2 99,1 Arginina deshidrolasa
PMsi 99.6 Arginina deshidrolasa
PMs2 999 NINGUNA
PMs3 99.9 NINGUNA
PMsd 99.9 NINGUNA
PAst 99.6 Arginina deshidrolasa
PAs2 9.9 NINGUNA

*Considerada por BioMereiux (Anexo 4).
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Dec las 11 cepas solubihizadoras de fosforo assladas micialmente, dnicamente se
identificaron 4 que fueron las que mostraron capacidad para promover el desarrollo vegetal.
En los resultados mostrados en las Tablas 44 y 45 se¢ observa que 3 de cllas presentan
caracteristicas muy similares, en tanto que la SZm2 se diferencia en su reaccion al Gram,
que presenta granulos y el color rosa de la colonia. Considerando que este grupo incluye a
una gran diversidad de géneros, se decidid emplear como primer crterio de separacion la
prucha de la oxidasa, la que permitié dividir a las cepas en estudio en 2 grupos: las entéricas
(5Zml y SZm?2) y las no entéricas (SMs1 y SMs2).

Como prueba complementaria para las primeras se hizo una restembra en los medios
de Fndo y McConkey, donde se observo el desarrollo de colontas color rosa, y finalmente
se aplico las galerfas Api 50CHE y Api 20E, lo que permitid identificar a la cepa SZml
como Panfoea agglonrerans también conocida con los sinénimos Enterobacter agglomerans y
Keethsetr perbaria (Holt et al, 1994), con un 99% de confianza, que resultd de un perfil
bioguimico de 77 pruebas; ninguna de las prucbas en contra son definitivas para la
identificacidn del género o la especie. No fue posible la identificacidn de la cepa SZm2 por
lo que, considerando su forma bacilar y el gram vanable, se decidié evaluatla mediante la
galeria Apit CHB (Bawillus y géneros cercanos) y su complementaria Api 2015, con lo que se
identificé como Brevibacterium brevis, tesultado que fue sorprendente debido a que la bacteria
en estudio no forma esporas, caracteristica reportada en la literatura para este género (Shida
et al, 1996). La comparacion de resultados obtenidos con las caracteristicas descritas en el

Manual de Bergey’s (Holt & 4/, 1994) indica que esta bacteria tienc mayor similitud con

Brevtbacitlys, ya que coincide en caracteristicas bioquimicas, con el Gram variable, agrupacion
en forma de “V” y que no cs esporulada. Por otra parte, la formacion de colonias color rosa
por la cepa en estudio, comciden con la caracteristica de la especie Znens (Holt er al, 1994),
Considerando lo anterior, se recomienda verificar la identificacion del género y especie, va
que en el presente estudio Unicamente se describe como perteneciente a la familia:
Brevibacteriaceae.

Las otras 2 cepas se resembraron en Agar Cetrinuda, en donde se observd un buen
desarrollo sin produccidén de pigmentos. Considerando el desarrollo en este medio selectivo,
la motfologia, la reaccidn al Gram y, fundamentalmente, la reaccion positiva a la oxidasa, se
decidté emplear la galerfa Apt 20E, que permiti$ identificarla como Prexdomonas fluorescens
con un 92.3% de confianza, y dos pruebas diferentes a la cepa tipo (Anexo 4).
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No se logto establecer una relacton entre la microbiota de la rizosfera, la textura, el
pH v el porciento de la materta organica con ¢l iempo de niego de aguas residuales.

Las bacterias fijadoras de nitrégeno de wida libre se encuentran en mayor proporcion
{de 1:4 hasta 1:>300) respecto a los grapos Psendomonas, Azospiriilum y solubiizadoras
de fosforo, en suelos regados con aguas ncgras en el Valle del Mezquital

Se asslaron 33 nzobacterias de cultivos regados con aguas residuales: 12 de maiz, 13
de alfalfa, 7 de avena y 1 de frijol.

Se asslaron 17 rizobacterias de fitomate,

29 cepas, atsladas de los diferentes cultivos de] Valle del Mezquital, fucron capaces de
colonizar las raices del fitomate y promover su desarrollo, lo que indica que no son
cspecificas.

Se seleccionaron 31 cepas como rizobactertas promotoras del desarrollo de jitomate.

A 70 dias de desarrollo en sistema hidropdnico bajo condiciones de invernadero, el
desarrollo vegetal de Lycopersicon esculenizmr es promovido de 100 a 200% por
rizobacterias del género Psexdomonas, Agospiritlum, fijadoras de mitrogeno de vida hibre

y solubiizadoras de fosforo.

La comparacion de los resultados en las diferentes vartables de desarrollo obtemdos a
los 35y 70 dias indican que, el efecto de la noculacidén con cepas PGPR, en cultivos
de Lycopersicon esculentuns, es mas claro a los 70 dias de desarrollo de la planta (etapa
vegetativay.

De Ias 49 cepas probadas 5 se consideraron como potencialmente ttiles para la
biofertilizacion de Lycopersicon escutentum en sistema hidroponico, bajo condiciones de
mnvernadero: Azosprsillnm (AMs3, AZmb5); fijadora de nitt6geno de vida libre (Flel,
S5BE) y Pseudomona, solubilizadora de fésforo (SMs2).
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»  Psendomonas fluorescens destaca entre las bacterias estudiadas por su versatilidad, ya que
produce pigmentos, auxinas, solubiliza el fosforo y promuevce el desarrollo vegetal de
Lycopersicon escrleniun,

e Mediante la téenica de del Ensayo Rapido ## sz sobre una membrana de
Nitrocelulosa se scleccionaron 14 rizobacterias como productoras de auxinas

* No se logté establecer relacion de la cantidad de compuestos indolicos detectados
colommétricamente con el efecto en la promocion de desarrollo del jitomate, lo que
indica que las determinaciones quimicas en cultivos &z ##ro no son suficientes para un
proceso de sclecadén de cepas, en el que se requicte evaluar el efecto de la
inoculacién en la planta huésped.

o la produccion de Lycopersicon esculentume en suclo fertilizado con la dosis 6ptima, fue
similar a la obtenida al mocular plantas con las cepas AZm5, AMs3 o Flel con fa
mitad de la concentracion optima de fertilizante, bajo condiciones de invernadero.
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CONSIDERACIONES FINALES

e Las 5 cepas scleccionadas son potencialmente ttiles en Ia biofertilizacion, pero antes
de ser recomendadas es indispensable determinar su efecto en estadios mas
avanzados de desarrollo, cspecialmente en la produccidn, asi como, estudiar la
capacidad competitiva con otras rizobacterias y su sobrevivencia en el suelo.

e Para cualificar o cuantificar la presencia de fitohormonas producidas por cepas
PGPR se requiere disefiar e] medio de cultivo éptimo para la produccion de tales
compuestos.

® Se requieren de estudios mas finos para la identificacion y cuantificacton de auxinas
diferentes al acido indol-3-acético
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ANEXO 1

Al. ANEXO 1

A1.1 ANALISIS FISICOS DEL SUELO.
ALL2 Textura, por el método de Bouyoucos

Pesar 60 ¢ de suelo tamizado (2 mm). Colocarlo en un vaso Berzelius de 400 mL y ahadir agua
destilada hasta capacidad de campo y después afiadir 20 ml. de peréxido de hidrogeno (30%) lentamente,
agitando. Calentar a Bafio Maria. Agitar frecuentemente hasta la disminucion de la reaccion. Repita la
adicion de peroxido de hidrégeno, cuantas veces sea necesario. Continuar calentando v agitar hasta
sequedad. Deshacer los grumos con rodillos de madera o sucedaneo. Colocar 50 g representativos de suelo
cn un vaso de agitador mecdnico. Afiadir 5 ml. de soluciones dispersantes (oxalato de sodio, metasilicato
de sadio, hidrdxido de sodio) y agua a 2/3 del vaso. Agitar 15 min en agitador mecinico. Reposar de 5 a 10
min. Transferir cuantitativamente a una probeta de 1000 mI.. Tapar y agitar probeta por giros de 180 hasta
homogeneidad. Dejar en la mesa y disparar crondémetro simultineamente. Ineroducir el densimetro de
Bouyoucos en la suspensidn cuidadosamente. Cuando t=40 seg, leer densimetro (6,) al raz de la superficie
de la suspension y leer temperatura (T)). Sacar densimetro. Cuando t=2 horas leer densimetro (8,) y
temperatura (T),).
YelLimo + YoAicilla =
YeArcilla = 8, + (1,71 0.36 5
YWlimo =x—a=h

YeArena = 100% - x=¢
Dreterminar clase textural, locaiizando los puntos @, #y ¢ en trianguio de textura (Gavande, 1979).
AL 13 Densidad Aparente (D.A.), por el método de {a Probeta

Pesar probeta graduada (10 mL). Agregar suelo seco al homno hasta el raz de la marca. Golpear 10
veces sobre un henzo. Agregar suelo hasta of raz de los 10 mI.. Pesar la proheta mas el suelo (Gaucher,
1971).
D.A. = Peso de la probeta con suelo — Peso de la probeta / volumen total = g /cc
Al 14 Densidad Real (D.R.), por el método del Picnometro

Pesar el picnémetro vacio (peso constante) (@). Introducir 5 g de suelo. Pesar picnémetro mas suelo
(¢). Adicionar 10 mL de agua destilada. Agitar durante 30 min. Llenar con agua hasta el afore Pesar el

picnémetro mds agua mas suelo (d). Pesar picndmetro mas agua (8. (Gaucher, 1971).

DR =c—a/{{c-a+ (b-a}- (d-a
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Y

Al 1.5 Porosidad {Gaucher, 1971).

El espacio poroso (E.P) = 100 (1 - {D.A. / D.R.})

AL2 ANALISIS QUIMICOS DEL SUELO
A12.1pH (Relacion suelo:agua de 1:2.5)

En un vase de precipitados de 50mL, se afltade una muestra de 10g de suelo + 25ml. de agua
desriada. Se agita la suspension obtenida a intervalos regulares durante 20 a 30 minutos. Hs postble
alcanzar cl equilibrio en 5 minutos de agitacidn continua y vigorosa con un agitador mecanico reciproco. Se
mide a continuacion ¢l pH, habtendo agitando cnérgicamente la suspension inmedmtamente antes de
introducir ¢l electrodo (Jackson, 1976).

ALZ2 pH (Relacion suelo:Call, 0.01M de 1:2)

Se afiaden a 25¢ de suelo 50mL de disolucion en un vaso de precipitados de 100mL. Se agita
vigorosamente, y sc¢ mide el pH inmedatamente después (fackson, 1976).
Suelo pl = 4.5 (suelo acido)
Suelo pH = 6.9-7.1 (suclo calcareo)

AL12.3 Materia Orgdnica (Walkley y Black)

Se coloca 0.5 g de suclo seco dentro de un matraz Erlenmeyer de 500 ml. Afadir 10 ml. de
Solucién de dicromato de potasio (K;Cr,O,) 1 N (usar burera) y mezclar perfectamente por agiiacion.
Aftadir 20 mL de acido sulfirico (1,80, concentracién no menor de 96%) (con probeta graduada agiear
cutdadosamente durante un minuto. Se deja reposar de 20 a 30 minutos. Diluir la suspension con 200 mi.
de apua destilada. Afiadir 5 ml. de acido fosforico (H,PO, al 85%) y 15 goias del indicador de
difenilamina’. "litdlese con sulfato ferro-amdnico 0.5 N hasta obtener la coloracién verde bandera que
indicara el punto final de la grulactdn. Correr un testigo siguiendo exactamente el mismo procedimicnto,
excepto que no sc agregara la mucestra del suelo (Ruiz y Ortega, 1979)

Meq ox/g = (B-T)N / g de mucstra
%C = (Meq ox/g) 0.39
%M.O. = (%C) 1.72

B = ml. dc sulfato ferro-aménico 0.5 N gastado en la titulacion del testigo.
T = mbL de sulfato ferro-amdnico gastado en la drulacion de la muestra.

N = normalidad de sulfato ferro-aménico.

Al 2.4 Nitrégeno total (método de Gunning)

Pesar 0.7 a 3.5 g de suelo (de acuerdo al contenido de N de la muestra).

' Disolver aproximadamente 0 5 g de difenilamina (CeHs)a(NH) en 20 ml. de agua destilada v 100 mi. de 1150,
concentrado,
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Transferir la muestra a un matraz Kjeldahl de 800 ml.. Adicionar por medio de un embudo 11 g
(aprox.) de mezcla digestora (10 g de K,SO,, 0.2 g de CuSO,.5H,Q). Agregar 20 mL de 4cido sulfiirico
concentrado, desde ¢l cuello del matraz, de forma tal que todas las sales sean lavadas hacia el mnterior.
Agitar suavemente hasta que el suelo y dcido estin completamente mezclados.

Colocar ¢l matraz en el equipo Kjeldahl de digestion y conectar el aspirador de humos. Digerir a
calor bajo hasta que la materia orginica sea oxidada, esto sucede en aproximadamente dos horas de
digestion y se manifiesta por la aparicion de un color gris rransparente o color paja. Apagar el mechero de
gas y quitar ¢l matraz del digestor e inmediatamente taparlo con un vaso de 100 ml. Déjesc enfriar v
agréguese agua destilada (aproximadamente 300 ml.), mézclese el contenido del matraz.

Mientras sc espera que el acido sulfirico se enfre, poner 25 mL de acido bérico (H,BO;) al 4% y
cuatro gotas del indicador verde de bromocresol y rojo de metilo® dentro de un matraz Frlenmeyer de 125-
250mL. Colocar un tubo de widrio colector dentro del matraz y conectarlo al tubo de metal del destilador
de tal manea que el tubo de vidrio este abajo del nivel del liquido. Péngase a funcionar el condensador del
aparato de destilacion. Agregar al matraz de dos 4 tres perlas de granallas de zinc y de dos a tres trozos de
parafina. Sostener el matraz Kjcldahl a un dngulo de 45° y lentamente agregar 125 mL de hidréoxido de
sodio al 40% para que deslice por las paredes del matrax hasta su fondo, sin mezclarse. Conectar el matraz
al destilador y encender el mechero. Agitar el matraz para mezclar el NaOH. Aumentar el calor si es
necesario v hervir hasta que sc hayan destilado alrededor de 200 mL. 81 la mezcla empieza a hacer espuma
dismindyase la temperatura de calentamiento. Desplazar el tubo colector de vidnio por encima de la
solucién boricada y cerrar el mechero; contimiese destlando por unos dicx minutos mas y recojase cl
destilado en el matraz Erlenmeyer con la mezcla boricada. Retirar el matraz Tiflenmeyer del destilador y
rtular la solucidn con acido sulfrico .01 N hasta que ¢l color azul desaparezea (Ruiz y Ortega, 1979).

9%Nitrogeno Total = (T — BY(N)(1.4) / S

T = mL de H,S0, valorado, gastado en la titulacion de la muestra problema.
B = mlL. de H,SO, valorado, gastado cn la titulacion del testigo.

N = normahdad del H,S0, usado en la titulacion.

S = peso de la muestra, en gramos.

A1.2.5 Fésforo (mérodo de Olsen et al.)

Pesar 2.5g de suelo secado al aire y tamizado (2mmy). Afiadir 50 mL de solucion extractora y agitar
durante 30 min con una velocidad de 180 rpm. Filtrar y guardar el extracto. Para desarrollar color: Pipetear
3 mL del extracto a la solucidn estindar (de P 100 ppm) en matraces aforados de 25 mlL. Afiadic 5 mL de
fa solucion para desarrollar color con cuidado para evitar efervescencia excesiva. Con una bureta afiadir 15
mL de apua destilada y agitar. Dejar reposar 15 min y medir la intensidad de color (%01} a 880nm (Cajuste,
1986).

* Triturar 0.1 g de verde de bromoctesol con 2 mL de NaOH 0.1 N en un mortero de dgata, aftadir alcohol etilico al
95% hasta obtener un volumen de 100 ml.. Triturar §.1 g de 1ojo de metilo con una pequedia cantidad de alcohol
etilico en un mortero de 4gata Afadir 3 mL de NaOH 01 N y diluir la solucién 2 un volumen de 100 mL con
alcchol etilico al 93%. Mezclar 75 mL de 12 solucidn de verde de bromocresol con 25 ml. de la solucion de tojo de
metilo y diluir la mezcla a 200 mL con alcohol etilico
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A2, ANEXO 2

AZIMEDIOS DE CULTIVO

AZ.1.2 Para bacterias del género
Pseudomonas (King et al,, 1954)

a) Medio King A (Medio P)

[ FORMULACION: || 1000 mL ]
| Deptona de Gelatina || 2z |
l MgClz I 0.14g |
1 KzHPO, It 1.5¢ |
} Glicerina Il 10 mL |
| Agar I 14g |
! pH | 6.8-7.2 |
b) Medio King B (Medio I}

| FORMULACION: || 1000 mL |
f Peptona de Caseina* “ - T0g

[ Peptona de Carne* i 10g I
[ KoHPO, I 1.5g |
[7 MgSCa TH.O _H 1.5g I
} Glicerina I 10 mL |
L Agar I 14g |
| pH i 6.8-72 [

*Pueden sustituirse por 20g/L de polipeptona.

¢) Medio Agar Cerrimida (MERCK, 1982)

Para preparar agar Cetrimida solo se aftaden 0.3
g/1, al medio King B (F).

La cetrimida (bromuro de cetiltrimetilamonio)
recomendado en 1951, sirve para conseguir una
notable inhibicion de la Hora acompafante
diferentes al géncro Prewdomonay.

ANEXO 2

A2.1.3 Para bacterias del género

Azospirillnm

a) Medio Nib semisilido (Larrand et al.,

1978) ,
[ FORMULACION: || 1000 mL |
r Acido succinico jl 10y —l
| KZHPO,4 (10%) I 10mL ]
[ MgSO.THO @%) | 10mL ]
[ NaCl (2%) i 10mL ]
i CaCly (1%) Il 4mL 1
| NazMoO. 2H0 | 0.002g ]
E FeEDTA (1.64%) I 4ml. 1
’ Biotina (0.01%) | 2ml. 1
| Azul de bromotimol* (0.5%) || 4ml. 1
| Agar I 4p ]
| pH 1B 7.0 ]

b) Medio Tyler (Jain y Patrignin, 1984).
[ FORMULACION: || 1000 mL 7l
[ Succinato de sodio || 2.5z j
| Fructuosa® I 2.5¢ :[
| KoHPO, ** i bg ]
L | D ]
| MgSO; TH.0 i 0.2g 1
] NaCl i 0.1g 1
| CaClz I 0.02¢ ]
| FeCl3 ] 0.01g 1
[ NaMaO. O || 0.002g R}
| fig ]
| ~ pH il 6.8-7.0 i

Ver sigutente hoja

*La fructuosa se esteriliza por separado (250mL
de agua destilada).

**la fuente de tosforo sc esterliza por
separado (250mL de agua destilada).

Se mezclan una vez frios las soluctones y bajo
condiciones de asepsia.

NOTA: Cvando ¢l medio es liquido se le
adictona 1g/1. de NH,Cl
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¢) Medio Rojo Congo (Rodrignes-Cceres,
1982).

[ FORMULACION: | 1000 mL ]
[ Acido malico Ir 5g ﬁ
[ KzHPO, I 0.5¢ |
[ MgSO.; 71—120 Jl 0.2 J
[ NaCl I 0.1 ]
[ Faxtracto de Levadura || 0.5 ]
[ lieCl 6HO ] 0.015g H
[ KOH M 1.8¢ |
| Agar I Tag J
B pH | 68 ]

[fundir y agregar 1.5 mL de Rojo Congo
(solucion acuosa 1:400)

d) Agar Papa Dextrosa (Ddbererner y Baldan:,

1979).
| FORMULACION: || 1000 mL ]
[ Pope [ 2005 |
[ Acido L-Milico I 2.5g |
i KOH | 2.0 |
| Na(l I 0.1 |
[" " Asucar comercial ” 2.5 |
| Solucién de vitaminas || 1mL [
| Agar [ —
4 pH | 7 |

*Hervir durante 30 minutos trozos de papa {(con
casacara v lavadas). Filtrar a traves de algodon.

Mezclar todos los reactivos en este filtrado junto
con el agar previamente disuelto, y completar el
volumen.

d) Medio Malato Sales (Larrand et al, 1978).

El siguiente medio es en liguido (sin agar). Se
emplea fa misma formulacion para el medio
Ntb semisdlido, pero sin adicionar el azul de
bromotimol; se sustituye el dcido succinico por
acido malico y se adiciona NH,CI 1g/L.

jl

AZ2.1.4 Para bacterias fijadoras de nitrégeno
de vida libre

a) Medio Lipman 1. (Echegaray y Ramires-
Crama, 1950)

| FORMULACION: || 1000 mL |
L‘ Sacarosa (no punficada) —”_ 10g :]
L KzHPO4 1l olg ]
[ KH:POs4 T 04p ]
[ MpSO: 7H:O I 02g |
[ CaCllz T 602 ]
| NaMoOQq HzO | 0.002g |
L FeCl —”_ 0.0z ,
L CaCOs* L tog ]
[ Azl de bromotimol** 0.5%) ][ 50mL |
[ Agar T |
— pH | I D

*adicionar Unicamente para conservar en tubo
**solucion alcohdlica

k) Medig Waksman 77 (Sdncheg, 1964).
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[ FORMULACION: |{ 1000 ml |
[ Maniwol 1R 10g ]
| KIIPO, i 0.5¢ ]
| MgSQ, 7O i 02g ]
[ N I 025 |
[ MnSOQ: 4H:0 [ 0.005¢g ]
[ Fedl [N 0.005g ]
[ Agar L. g _
L pH 7 ]




ANEXO 2

AZ2.1.5 Para bacterias solubilizadoras de A2.1.7 Medio Enriguecido
fosforo (Ramos-Callao, 1967)
Ceelosa Nutritiva (MERCK, 1952).
Medio Ramos Callaw (Ghucosa con [Giforo [ FORMULACION: || 1000 mL i
precipiiads) [ Extractode came || 3g |
[ FORMULACION: || 1000 mL B " Peptonadecame [ 5 |
r Extracto de levadura J[ _ 2g J f Agar :] I———Tg—j
| Clacasa jf 20g ] | pH }r 7.0 i
| Agar _ 20g _ B
[ KzHPO. * | 10% |
1 CaClp * i 10% |
[ pH 1 70 | A2.2 SOLUCION NUTRITIVA
*lias soluciones se esterilizan por separado,
después sc mezclan en una relacién 1:0.5 NUTRIMENTOS J 17.5 L de agua
(IK,ITPO;CaCly) v se adiciona al medio (5 destilada 7
mL/100mL de medio) de culdvo previamente | KNOs i 1116 g ]
esterilizado y fundido. ] Ca(NOs): | 1275 g ]
l (NHHPOs || 235¢ 1
AZ2.1.6 Para Enterobactetias 1 MgSO, THO j{[ 058 jj
| FeSO4 THO ] 031g
a) Agar ENDO (MERCK, 1982) Concentracton  media  {(pld  67-70 v
| FORMULACION: _ | 1000 mL. | conductividad eléctrica 1.0 mS).
| Peponadecame [ 10g | Concentracidon  completa (pH  67-70 ¥
I KH:PO, A 25¢ | conductividad eléctrica 1.2 mS).
[ Lactosa i 10 g ]
| Sulfito de sodio anhidro_“ 33g |
[ Fucsina _J‘r 03 g I
| Agar I 125g | A.2.3 REACTIVOS DE SALKOWSKI
| pH 1 7402 | |
a)  Seotin Bric et al, 1990,
4) Agar McConkey (MERCK, 1982) [ FeChosM | 2ml
| FORMULACION: || 1000 mL | | HOO: |l 488 ml, |
[ Peptons de caseima || T 7 1 HEO destilada I 512 ml. .‘ ]
ptona g ’ ‘
[ Peprona de came || 3p ] 2% de TeCl, 0.5M + 35% de HICIO,
Ir L?cig - 51}} f;gg g b)  Sesdn Gordony Weber, 1951, - .. G
[ Mezcla de sales biliares || 15¢g ! I FeCls L Sml, |
[ Rojo neutro i 003 ¢ | | HZSO_‘* __ &) mL:: |
[ Crsmiviolen || 0.001 g f [ 1EOdestiads | 0omt
| Agar il 135¢ | :
1 pH B 71 +0.1 | ’
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ANEXO 3

A3. ANEXO 3

A3.1L CROMA TOGRAMAS DE FITOHORMONAS (AC. INDOL-3-ACETICO Y AC,
GIBERELICO) EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVOS BACTERIANOS.

A3.11. Estandares de dcido indol-3-acético (AIA) y dcido giberélico (AG).
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A31.2.3.
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Azospirillum.

-

género

A3.1.3. Cultivos de bacterias del
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A3.1.4. Cultivos de bacterias fjadoras de nitrogeno de vida libre.
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ANEXO 3

A3.1.5 Cultivos de bacterias solubilizadoras de fosforo.
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ANEXO 4

A4. ANEXO 4

A4.1. RESULTADOS DEL SISTEMA API LAB PLUS DE
BioMERIEUX. Software V 3.3.3.

Reference : PZm2

VERY GOOD IDENTIFICATICON

Ps.fluorescens

Date : 14/05/2001

Strip : API 20 NE V6.0 Read on: 05/04/2001
L]
Profile : 1 0 4 7 5 5 5
NO3 + TRP - GLU - ADH - URE - ESC - GEL - PNPG- GLUa+ ARAa+ MNEa+
MANa+ NAGa+ MALa- GWTa+ CaPa+ ADRIa- MLTay CITz+ PAC2- OX  +
-------- Significant taxa --------~---- ¥ Id, --- T -- Tests against -----------
Ps.fluorescens 99.1 G.83 1
Next choice
Ochrobac.anthropi 0.7 0.60 3
ps.flucrescens : 1 test(s) against
ARGININE DIHYDROLASE (ADH )} 80 %
Next choice
Ochrobac . anthropi : 3 test{s) againgt
UREASE (URE } 84 % MANNITOL (ASSIMILATIDON) (MANa) 20 %
MALTCSE (ASSIMILATION) {(MALa} 76 %
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Reference : PMS1 Date : 14/05/2001

VERY GOOD IDENTIFICATION

Ps. fluorescens

Strip : API 20 NE Ve.0 Read on: 29/11/3000

Profile ; 1 05 755 §

NO3 + TRP - @GLU - ADH - URE - ESC - GEL + PNPG- GLUa+ ARAa+ MNEa+
MANZ+ NAGa+ MALa- GNTa+ CAPa+ ADTa- MLTa+ CITa+ PACa- OX +

————————— Bignificant taxa ------------ % Id. --- T -- Tests against -----------
Ps. flucrescens 99.6 0.80 1
Next choice
Burkhel .cepacia 0.3 0.44 2
Ps. fluorescens : 1 test(s) against

ARGININE DIEYDROLASE (ARDH ) 80 %

Next choice

Burkhol .cepacia : 2 test(s) against
ADIPATE (ASSIMILATION) (ADTa) 93 % PHENYL-ACETATE (ASSIMILA (PACa) 99 %
Reference : PMs2 Date : 14/05/2001

EXCELLENT IDENTIFICATION

Ps.fluocrescens

Strip : API 20 NE V6.0 Read on: 05/04/2001
Profile : 115 7 55 5

NO3 + TRP - GLU - ADH + URE - ESC - GEL + PNPG- GLUa+ ARAa+ MNEa+
MANa+ NAGa+ MALa- GNTa+ CAPa+ ADIa- MLTa+ CITa+ PACa- OX +

———————— Significant taxa ------------ % Id. --- T -- Tests against -----------
Pg.fluorescens 99.9 0.90 g
Next choice
Ps.aeruginosa 0.1 0.139 3
Ps.flucrescens : 0 test(s] against

Next choice
Pg.aeruginosa i1 3 test(s}) against

L-ARABINOSE (ASSIMILATIO (ARAa) 1% MANNOSE (ASSIMILATION) (MNEa) 1%
ADIPATE (RSSIMILATION} (ADIa) 91 %

“
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Reference : PMs3 Date : 14/05/2001

BXCELLENT IDENTIFICATION
Ps.fluorescens

0 Read on: 05/04/2001

Strip : API 20 NE V5.

Profile : 115 7555

NO3 + TRP - GLU - ADH + URE - ESC - GEL + PNPG- GLUa+ ARAa+ MHNEa+
MANa+ MNAGa+ MALa- ONTa+ CAPa+ ADIa- MLTa+ CITa+ PACa- CX +

———————— Significant taxa ------------ % Id. --- T -- Tests against -----------
Ps.fluocrescens 99.9 0.%0 0
Next choice
Ps.aeruginosa 0.1 0.19 3
Ps. fluorescens : 0 test(s) against
Next choice
Ps.aeruginosa : 3 test(s) against
L-ARABINCOSE (ASSIMILATIO (ARAR) 1% MANNOSE (ASSIMILATION) (MNEa} 1%

ADIPATE{ASSIMILATION) (ADIa} 91 %

Reference : PMs4 Date : 14/05/2001
EXCELLENT IDENTIFICATION

Pa.fluorescens

Strip : API 20 NE V6.0 Read on: 05/04/2001

Profile : 115 755 5§

NO3 + TRP - GLUF - ADH + TURE - ESC - GFEL + PNPG- GLUa+ ARAa+ MNEa+
MANa+ NAGa+ MALa- GNTat+ CAPa+ ADIa- MLTa+ CITa+ PACa~- OX +

—————————— Sigmificant taxa ------------ % Id. --- T -- Tests against -----------
Ps.fluorescens 99.9 0.50 o]
Next choice
Ps.aeruginosa 0.1 G.19 3
Ps. fluorescens : 0 test(s) against

Next choice
Pa,aeruginosa : 3 test{s) against

L-ARABINOSE (ASSIMILATIO (ARAA) 1% MANNOSE {ASSIMILATION} (MNEa) 1%
ADIPATE (ASSIMILATION) (ADIa) 91 %

ettt ———————————————— e —————————————— .
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ANEXO 4

Reference Pasl Date 14/05/2001
VERY GOOD IDENTIFICATION
Ps . flucrescens
Scrip : API 20 NE V6.0 Read on: 0550472001
Profile 1057?7555
NO3 &+ TRP - GLU - ADH - URE - ESC - GEL + PNPG- GLUa+ ARARa+ MNEa+
MANa+ NAGa+ MALa- GNTa+ CAPa+ ADTa- MLTa+ CITa+ PACa- 0OX +
-------- Significant taxa ------------ % Id. --- T -- Tests against -----------

Ps fluorescens 99.6 0.8¢ 1

Next choice
Burkhol . cepacla 0.3 0.44 2

Ps fluoresgceng 1 test(s) against

ARGININE DIHYDROLASE (ADH } 80 %

Next choice

Burkhol  cepacia 2 test(s) against

ADTPATE (ASSTIMILATION) (ADIa) 33 ¥ PHENYL-ACETATE (ASSIMILA {PACA) 29 %
Reference : SZml Date 14/05/2001
GCOD IDENTIPICATION
Pantoea spp 3
Strip API 50 CHE V3.0 kead on: 22/02/2001
Profile B R o e L R A L BRI RS R R ? SR

LRI L R T
g - @GLY ? ERY - DARA- LARA+ ERIB + DXYL+ LXYL- ADG - MDX - GAL +
GLU + FRU + MNE + SBE - RHA - DUL - ING ? MAN + SOR - MDM - MDG -
NAG + AMY - ARB + ESC + SAL + CEL - MAL - LAC - MEL + BSAC + TRE +
INU - MLZ - RAF - AMD - GLYE- XLT - GEN ? TUR - LYX - raG - DFUC-
LFUC- DARL+ LARL- &NT ? 2KG ? SKG - ONPG+ ADH - LDC - ODC - CIT +
H2S - URE - TDA - IND - VP + GEL -
--------- Significant taxa -----=~----- % Id. --- T -- Tests against -----------

Pantoea spp 1 99.0 0.43 3

Next choice

Erwinia spp 0.6 0.20 4

POSSIBILITY OF Erwinia spp
Pantoea 8pp 1 3 vest (8} against
L-RHAMNOSE (REA ) 80 % -MALTOSE {(MAL ) B0 ¥
MELIBIOSE (MEL ) 11 %
Next choice
Erwinia spp 4 test{s) against
L-RHAMNOSE (REA ) B7 % CELLOBIOSE (CEL ) 92 %
RAFFINQSE (RAF ) 896 % D-ARABRITOL {DARL) 1%
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Reference : SZm2 Date : 14/05/200%
VERY GOOD IDENTIFICATION
Brevibacillus brevis
Strip : API 50 CHB V3 D Read on: 23/02/2001
profile : ----- . ---- L B R T

EEEEE S S
o] -~ GLY - ERY - DARA- LARA- RIB DXYL- L¥XYL- ADO - MDX - GAL +
GLU - FRU - MNE - SBE - REBA - DUL ING - MAN - SOR - MDM - MDG -
NAG - AMY - ARB - ESC - SAL - CEL MAL - LAC - MEL - SAC + TRE +
INU - WMLEZ - RAF - AMD - GLYG- XLT GEN - TUR - LYX - TAG - DFUC-
LFUC- DARL- LARL- GNT - 2KG - B5KG ONPG+ ADH - LDC - ORC - CIT +
H28 - URE + TDA - IND - VP - GEL NIT +
————————— Gignificant taxa ------------ ¥ Id, --- T -- Teste againgst -----------
Brevibacillus brevis 99.9 0.58 [
Next choice
Bacillus sphaericus (LR 0 18 7
Brevibacillus brevis : b test{s) against -
GALACTOSE (GAL ) 10 % SACCHAROSE (SAC + 11 %
TREHALGSE {TRE } 15 % B-GALACTOSIDASE ({ONPG) 25 %
CITRATE {CIT ) 18 % UREASE {URE ) 11 %
Next choice
Bacilluas sphaericus : 7 test(s8) against
GALACTOSE [{GAL ) 8 % SACCHAROSE (SAC ) 1%
TREHALGSE {TRE ) 0% R-GALMCTOSIDASE {ONEG) 5 %
CITRATE {CIT ) g % UREASE (URE } 18 %
REDUCTION DU NITRATE (NIT ) 13 %
Reference : PAs2 Date : 14/05/2001
EXCELLENT IDENTIFICATION
Pa fluorescens
Strip : API 20 NE V6.0 Read on: 05/04/2001
Profile : 1 1 5 75 55
NO3 + TRDP - dLD - ADH + URE - BSC - GEL + PNPG- GLUa+ ARAa
MNE.
MANa+ NAGa+ MALa- GNTa+ CAra+ ADIa- MLTa+ CITa+ PACa- O0OX : .
-------- Significant taxa ------------ % Id, --- T -- Tests against -----------
Ps. fluorescens 9 0.50 0
Next choice
Ps.aeruginosa 1 0.19 3
Ps.fluoresgcensg : 0 test({s) against
Next choice T TTTTTITTTITmmTTomTTmTomnmmmToommTomsoees
Ps.aeruginosa : 3 test{s) against
L-ARABINOSE {ASSIMILATIO (ARAa) 1% MANNOSE (ASSIMILA E
ADIPATE (ASSIMILATION) ({ADIa) 91 % ( TION)  (MNEa) 1%
L —— e r—— .. —— M —
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Reference : SMsl Date : 14/05/2001
GOOD IDENTIFICATION

Ps.fluorescens

Strip : APT 20 NE V&.0 kead on: 23/02/2001

Profile : 1 04 7 4 5 5

WO3 + TRP - GLU - ADH - URE - ESC - GEL - PNPG- GLUa+ ARAa+ MNBa+

MANa+ NAGa- MALa- GNTas CAPa+ ADIa- MLTas CITa+ PACa- OX +

-- -- Significant taxa ------~ R ¥ Id -.- T -- Teats against -----------
Pa fluorescens 92.3 a 71 2

Nextc choice

Peeudomonae atutzeri 4.2 0.44 3
Pg fluorescens : 2 test{s} against )
ARGININE DIHYDROLASE (pDH ] 80 % N-ACETYL-GLUCOSAMINE (AS (NAGa) 85 %

Next choice )
Pgeudomonas stutzeri : 3 test{s} agalnst

L-ARABINOSE (ASSIMILATIO {ARAQ) 1% MANNOSE (ASSIMILATION) (MNEa) 10 %
MALTOSE (ASSIMILATION) {MALa) 75 ¥

Reference : SMs2 Date : 14/05%/2001
GOQD IDENTIFICATION

Pa _fluoreacens

s5crip : API 20 NE V6.0 Read on: 09/02/2001

Profile : 1 0 a4 7 4 5 5

NO3 + TRP - GLU - ADH - URE - ESC - @EL - PNPG- GLUa+ ARAa+ MNEa+
MANa+ NAGa- MALa- GNTa+ CAPa+ ADIa- MLTa+ CITa+ PACa- OX +
-------- Significant taxa ------------ % Id --- T -- Tests againgt -----------
Ps flucrescens 92.3 0.71 2
Next choice
Pseudomonas stutzeri 4.2 0.44 3
Pg fluoresceng 1 2 test(s) against
ARGININE DIHYDROLASE {ADH ) 80 % N-ACETYL-GLUCOSAMINE {AS (NAGa) 85 %

Next choice

Pseudomcnas Btutzeri : 3 test{s) against
L-ARABINOSE (ASSYMILATIO (ARAA) 1% MANNOSE {ASSIMILATTON) IMNEa) 10 %
MALTOSE (ASSIMILATION) {MALa} 75 ¥
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ANEXO 5
BIOENSAYO 1
Tabla B1.1 ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F
Altura de ia parte aérea  Belween Groups 52147 16 3259 1384
Within Groups 183.701 78 2 355
Total 235.848 94
Numerc de hojas Between Groups 16 625 16 1.03% 1.853
Within Groups 43733 78 561
Total 60.358 94
Longitud de la raiz Between Groups | 1206168 16 75.385 2169
Within Groups 2710 469 78 34750
Total 3916.635 94
Peso fresco de la raiz Between Groups 178 16 | 1.11E-02 920
Within Groups 042 78 | 121E-02
Total 1.120 94
Peso fresco de la parte  Between Groups 728 16 | 4.56E-02 1688
acrea Within Groups 2106 78 | 270E-02
Total 2.836 94
Peso seco de |a parte Between Groups | 3 32E-03 16 | 2 07E-04 1645
aérea Within Groups 9.83E-03 78 | 126E-04
Total 1.32E-02 94

a F 005,18,78=184

Tabla B1.3 Namero de hojas
Tabla B1.2 Altura de la parte aérea

e Tukey B*?
Tukey B™ Subset far alpha =
Subset for alpha = .05 .05

Tratamientos b a Tratamientos a
Fle1 3.8400 Testigo 1.0000
PlLe2 5.0833 5.0833 FlLei 1.2000
Fimt 55500 55500 FZimi 13333
PZm1 56833 56833 PMsd 1.3333
PMs1 5.8000 5.8000 PLe2 1.3333
Testigo 58333 5.8333 FAs1 1 4000
PMs4 591567 5.9167 PlLed 1 8000
PAs1 6.0833 6.0833 PAs 1 8333
FAs1 B6.7400 6.1400 Pis1 18333
PAs2 6.2667 6.2667 PZr 2 00O0
Pis2 6 2800 6.2800

PAs2 2 1667
PZm2 6.4000 6.4000 S7m1 2 1667
PMs3 5.8400 £.6400 FMs1 2 2000
SZmt 68333 68333 PZm2 5 2000
FZm?2 69167 69167 BMs2 2‘ 2000
FiMs1 7.3000 ‘

PMs3 2.4000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 5 543 Means for groups in homogeneous subsets are displayed

. , a Uses Harmonic Mean Sample Size = 5543
b The group sizes are unegual. The harmonic mean ] )
of the group sizes is used. Type | error levels are b The group sizes are unequal The harmonic mean
not guaranteed of the group sizes is used. Type | error levels are

not guaranteed.
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Tabla B1.4 Longitud de la raiz

Tukey B2"

Subset for alpha = .05
Tratamientos b a
Testigo 14.1667
Fle1 17.3200 17.3200
PMs4 18 3657 18.3667
PMs2Z2 20.0200 20.0200
PAs1 20 3833 20.3833
PAs2 208687 20 8667
PLe2 21.0500 21.0500
FZm1 21.2000 21.2000
PZmz2 21,4000 21.4000
PLe1 21,5600 21.5800
SZm1 22 3000 223000
FAs1 22 4000 22 4000
FZm2 24 2333 24.2333
FMs1 26 5000 26.5000
PZrm1 268167
PMs3 26,8200
PMs1 27.7167

Means for groups in hamogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.543

b. The group sizes are unequal The harmonic mean
of the group sizes is used Type | error levels are
not guaranteed

Tabla B1.6 Peso fresco de la parte aérea

Tukey B®P
Subset
for alpha
=.05

Tratamientos a
FLet 5 98E-02
Testigo 1883
PMs4 1917
PMs1 2183
FAs1 .2360
PZm1 2487
PlLe1 2580
FZm1 2667
PLe2 3000
PMs2 3120
PAs1 3167
FMs1 3560
PMs3 37C0
FZm?2 3var
PAs2 3767
PZm?2 3860
5Zm1 .3883

Means for groups in homogeneous subsets are displtayed
a Uses Harmonic Mean Sample Size =5 543

b The group sizes are unequal. The harmonic mean
of the group sizes is used. Type | error levels are
not guaranteed

Tahia B1.5 Peso fresco de {a raiz

Tukey B™P
Subset
for alpha
= .05

Tratamientos a
Testigo 1033
Fle1 1260
PLe2 1483
PMs1 1672
PMs4 1683
FAs1 1840
PMs2 1960
FZm2 2117
FZm1 2117
PZm2 2120
PAs1 2167
PlLet 2200
PMs3 2220
PAs? 2250
PZm1 2267
SZmi1 2650
FMs1 2880

ANEXO 5

Means for groups in homeogeneous subsets are displayed

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.543

Tabla B1.7 Peso seco de la parte aérea

Tukey B2P
Subset
for alpha
=.05

Tratamientos £l
FlLe1 102E-02
PlLeZ 127602
Testigo 1.43E-02
FAs1 1.60E-02
PMs1 1.67E-02
PMs4 1.83E-02
PLel 1.80E-02
PZm1 1.92E-02
FZm1 2.03E-02
PMs2 2.40E-02
PAs1 2.42E-02
PAsZ 2 50E-02
FiMs1 2 B0E-02
PMs3 2 B0E-02
FZmz 2 67E-02
PZm2 3 00E-02
SZm1 3.17E-02

Means for groups in homaogeneous subsets are displayed
2. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5 543.

b. The group sizes are unequal The harmonic mean
of the group sizes is used. Type | error levels are
not guaranteed

|
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BIOENSAYO 2
Tabla B2.1 ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F®

Altura de 1a parte aérea  Between Groups 135 Q02 17 7.941 3287

Within Groups 217 408 90 2416

Total 352.410 107
NO HOJAS Between Groups 0.296 17 547 1262

Within Groups 39 60D a0 433

Total 48.296 107
Longitud de la raiz Between Groups | 1227.861 17 72227 2.424

Within Groups 2681 817 a0 29798

Total 3909.677 107
Pese fresco de laraiz Between Groups .888 17 | 523E-02 1.963

Within Groups 2.386 90 2 66E-02

Total 3.285 107
Peso fresco de la parte Between Groups .B55 17 | 562E-02 2297
agrea Within Groups 2202 90 | 2.45E-02

Total 3.157 107

a F 0.0517,90= 1.84

Tabla B2.2 Altura de la parte aérea Tabla B2.3 Numero de hojas

Tukey pa Tukey B
Subset for alpha = .05 Subset for alpha =

Tratamientos c b 3 _ ] 05
Testigo 3.5000 Tratamientos a
APvt 49167 | 49167 AZm2 1.0000
V51 53333 | 53333 AZm5 13333
Sp7 5.5833 55833 55833 c4 1.5000
AZmz2 5.6667 56667 5 6667 AMs1 1.5000
cd 57500 B8.75800 57500 Sp7 1.6687
C4 5.8333 5.8333 58333 Pox 1.8333
Pox 58333 58333 58333 AAsT 1.8333
AZm4 5.8333 58333 58333 Testigo 1.8333
VS7 5.5000 6 5000 6.5000 Cd 2.0000
AMs2 6.5000 6 5000 6.5000 VS1 2.0000
AZm3 8.5000 6 5000 6.5000 VS7 2 0000
AMs1 7 0000 7.0000 VS9 2 0000
vs9 7 1000 7.1060 AMs2 2 0000
AZm1 7 1667 74667 AMs3 2 0000
AZm5 7.2500 7.2500 AZm3 2.0000
AMs3 76667 T 6687 Azmd_ 2 0000
AAST 85833 APv1 2 0000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed AZm1 2 1667

2 Uses Harmanic Mean Samnple Size = 6 000. Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000
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Tabla B2.4 Longitud de la raiz

Tukey B®

Subset for alpha = .05

Tratamientos b a

C4 11 8333

AZm2 12 6867

Sp7 13 4167

Testigo 14,6833 14.5833
V51 15.0833 150833
AZm4 15,1667 15.1667
Cd 16.1833 16.1833
V87 17.0833 170833
AMs2 17.9167 17 9167
AMs1 18.0333 18.0333
AZm3 18.5000 18 5000
AZmS 18 5833 18.5833
AZm1 19.0833 19.0833
VS92 19.3000 19 3000
AAs1 19.9167 19.9167
AMs3 20.0000 20 00GO
APv1 22.5000 22 5000
Pox 25,5833

Tabla B2.5 Peso fresco de la raiz

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
8. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.

Tabla B2.6 Peso fresco de la parte aérea

Tukey B*®

Subset for alpha = .05
Tratamientos b a
AZm2 1350
Testigo 1617
APv1 1883
Pox 2060 2050
C4 237 2317
Cd 2367 2367
AMsa1 2500 2500
Sp7 2617 2617
V351 2650 2650
AZm3 2783 2783
AMs2 2817 2817
AAst 3267 3267
V57 3350 3350
AZm1 3517 /17
AZm4 3717 3717
AMs3 3733 3733
VS9 4350 4350
AZmb 5133

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000

BIOL. ROSALBA ESQUIVEL COTE

Tukey B2
Subset for alpha =
.05

Tratamientos a
Testigo 10383
AZm2 1117
APvV1 1750
C4 1967
AMs1 2100
AZm1 2283
VS7 2350
AZm3 2433
AMs2 2467
Pox 3c17
Sp7 3133
AMs3 3167
AAs1 3200
Cd 3433
AZmd 3450
VS1 3683
VS8 4200
AZmS 4250

ANEXO 5

Means for groups in homogeneous subseis are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.

|

131



ANEXO 5

BIOENSAYO 3
Tabla B3.1 ANOVA
Sum of Mean
Squares df Squars F#
Altura de la parte aérea  Between Groups 100.513 17 5913 1.443
Within Groups 299.036 73 4 096
Total 309 549 oG
Niimero de hojas Between Groups 29 B67 17 1757 1.374
Within Groups 94600 74 1278
Total 124.467 91
Longitud de la raiz Between Groups 1041 138 17 61.243 1613
Within Groups 2809 587 74 a7 967
Total 3850.726 91
Peso fresco de la raiz Between Groups 140 17 821E-03 1366
Within Groups 445 74 | 6ME-03
Tatal 585 g1
Pesa fresco de la parte Between Groups 1.205 17 | 7.098-02 1.819
aérea Within Groups 3238 74 | 4.38E-02
Total 4.443 91
Peso seco de la parte Between Groups STEQ3 17 3.36E-04 2.416
aerea Within Groups 1.03E-02 74 | 1.39E-04
Total 1.60E-02 21
a F00517,73=1.84
Tabla B3.2 Altura de la parte aérea Tabla B3.3 Nimero de hojas
Tukey B*® ' Tukey B*°
Subset for alpha = Subset for alpha
.05 =.05
Tratamientos a Tratamientos a
FLe4 3.6667 T2P10Az 1.1667
T2P10Az 4 8000 RiB 1.1667
Slet 4 8000 Testigo 1.5000
Testigo 4 8230 PlLe4 1.6000
R1B 49167 R2P2B 1.6667
R2P2B 50833 FlLe? 1.7800
PlLe3 50833 SlLe2 1.7500
PlLe4 5.6000 FLed 2.0000
FLe7 58750 FLeB 2.0000
Sle2 58750 SLet 20000
S58BE 6.1000 FlLe3 2.0000
SAs1 6.2000 SAs1 22000
SZm1 5.4000 Fle5 23333
SZmz 6.8333 SZm2 2 8667
FLe5 69167 SMs1 2 BOOO
FLeB 7 2600 5Zm1 2.8000
SMg 7 3000 SMs2 2.8333
SMe2 7.7167 S5BE 3.0000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Means for groups in homngeneous subsets are displayed
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 4 887, a Uses Harmonic Mean Sample Size = 4 932
b. The group sizes are unequal The harmonic mean b. The group sizes are unequal The harmonic mean
of the group sizes is used Type | error levels are of the group sizes is used Type | error levels are
nct guaranteed nat guaranteed.
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ANEXQO 5

Tabla B3 4 Longitud de la raiz

Tukey B 2°
Subset for
alpha = .05

Tratamientos a
Fled 71667
R1B & 0000
Stet 8.5000
Testigo 85000
T2P10Az 9.1667
PLed 10.2500
R2P2B 11 8333
Slez 12 3750
SAst 13 0000
PlLc4 13 0000
8Zm?2 13.5000
FlLeB 14,2000
SMset 14,6000
FLe7 15.2500
FLe5 15 4167
SZmt 15,6000
SMs2 17 8333
S5BE 19.6000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

& Uses Harmonic Mean Sampie Size = 4.632.

b The group sizes are unequal. The harmonic mean
of the group sizes is used. Type [ error levels are
not guaranteed

Tabla B3.6 Peso fresco de 1a parie aérea

Tabla B3 5 Peso fresce de ia raiz

Tukey 8 2
Subset for
alpha = .05

Tratamisntos a

FlLed 3.3333E-02
Testiga 3. 8750E-02
Siel 4.20D0E-02
PLe3 4 6667E-02
R2P2R 5 Q000E-02
T2P10Az 5.CODBE-D2
R1B 6.0000E-02
Sle2 6.2500E-02
Pled &.8000E-02
SAs1 8 .8000E-02
FLeB 9 6000E-Q2
FLe? 10750
SZm2 121687
FLeS 126687
SMs2 13000
SMs1 13000
S5Zm1 13400
S5BE . 16030

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

8. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4932,

b The group sizes are unequal. The harmonic mean
of the group sizes is used. Type | error levels are

not guaranteed

Tabla B3.7 Peso seco de 1a parte aérea

Tukey B>°

Subset for alpha = .05
Tratamientos b a
RiB 6.6E-03
Fled 6.96-03
SLet 8.4E-03
T2P10Az 9 4E-Q3 9 4E-03
Testigo 1 GE-Q2 1 QE-Q2
R2P2B 1.1E-02 11E-02
Ple3 1.1E-02 11E-02
SAs1 1.1E-02 1.1E-02
PLed 1.3E-02 1.3E-02
Sle2 1 5E-02 1.5E-02
FlLe5 1.9E-02 1 9E-02
FlLe6 2 0E-02 20E-02
FLe7 2.0E-D2 2 Q0E-O2
872m2 22E-02 22E-02
SMs2 2 3E-02 23E-02
S6BE 2.4E-02 2 4E-02
5Zm 27E-02 27E-02
SMs1 3.6E-02

Tukey B *°
Subset
for alpha
=.05

Tratamientos a

R1B 1167
FlLed 487
R2P2B 1567
SLet 1920
Testigo 2100
T2P10Az 2117
5Le2 2550
PLed 2580
PiLeld 2600
SAs1 3040
3Zm2 3600
5Zm1 3620
FLe? 3675
FEeS 3850
Fle& .4360
SMs2 4517
S5BE 4720
SMis1 A820

Means for groups in homegeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmaonic Mean Sample Size = 4 932
b. The group sizes are unequal. The harmonic mean

of the group sizes is used. Type I error levels are
not guaranteed

Means for groups in homogeneous subsets are displayed

3. Uses Harmonic Mean Sampie Size = 4 932

b. The group sizes are unequal The harmonic mean
of the group sizes is used Type | error levels are

not guaranteed.
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ANEXO 5

BIOENSAYO 4

Tabla B4.1 ANOVA

Sum of Mean
Squares df Square Fe
Altura de la parte aerea  Between Groups 286.301 31 9.236 12.695
Within Groups 82933 114 727
Total 369.235 145
Nudmero de hojas Between Groups 50.231 31 1.620 4353
Within Groups 42,433 114 372
Total 92.664 145
Diametro del tallo Between Groups 8.697 31 281 5,080
Within Groups 5.296 114 | 5.52E-02
Total 14.993 145
Peso fresco de la parte  Between Groups 1.469 3 4 74E-02 8.385
aérea Within Groups 644 114 | 565E-03
Total 2.113 145
Peso seco de la parte Between Groups | 5.86E-03 31 1.89E-04 4.736
aérea Within Groups 4.85E-03 114 | 3.99E-05
Totai 1.04E-02 145
Longitud de la raiz Between Groups | 5452.459 31 175.886 7.851
Within Groups 2531.500 113 22.403
Total 7983.959 144
Peso fresco de la raiz Between Groups 1.603 31 517E-02 6.369
Within Groups 918 113 | 8.12E-03
Total 2521 144
Numero de raices Between Groups | 3115.140 31 100.488 5.208
adventicias Within Groups 2180.267 113 19.294
Total 5295.407 144

a F0.0531114=155
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Tabla B4.2 Longitud de la raiz

ANEXO 5

Tukey B 2P

Subset for alpha = .05
tratamiento i € d C b a
PZmz2 8.7500
PMs2 9.2500
TF 9.6000
TP 9 7500
PAs2 11.0000 11.0000
TS 11.3333 11.3333
SMs2 11,6000 11.6000
TA 14.0000 14.0000 14.0000
PAs1 14,2000 14.2000 14,2000
PMs1 143333 14 3333 14.3333
AZm5 14,6000 14.6000 14.6000 14.6000
PMs3 16.2500 16,2500 16.2500 16.2500 16.2500
AMs3 17.4000 17.4000 17.4000 17.4000 17.4000
AAst 17.6000 17.6000 17.6000 17.6000 17.6000
sZm1 17 8000 17.8000 17.8000 17.8000 17.8000
VS9 18.0000 18.0000 18.0000 18.0000 18.0000 18.0000
FLe7 18.4000 18.4000 18.4000 18.4000 18.4000 18.4000
FlLet 18.5000 18.5000 18.5000 18.5000 18.5000 18.5000
PlLe3 18.7500 18.7500 18 7500 18.7500 18.7500 18.7500
AZm1 19.2500 19.2500 19 2500 19.2500 19.2500 19.2500
PMs4 19.3333 19.3333 19.3333 19.3333 19.3333 19.3333
FZm2 22 8000 22.6000 22.6000 22.6000 22.6000
R2P2B 22.8000 22.8000 22.8000 22.8000 22.8000
FLed 23.8000 23.8000 23.8000 23.8000
SZm2 24.0000 24.0000 24 0000 24 0000
FMs1 24.8000 24.8000 24 8000 24.8000
SMs1 25.4000 25.4000 25.4000 25.4000
FAs1 26.4000 26 4000 26.4000
FLet 26.4000 26.4000 26 .4000
S5BE 27 6000 27.6000
AZm3 28 0000 28.0000
FLe5 29.8000

Means for groups in homogensous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.414.

b The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used Type
| error levels are not guaranteed.

i
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ANEXO 5

Tukey B&P

Tabla B4.3 Peso fresco de la raiz

Subset for alpha = .05

tratamiento f e d c b a
PMs2 2 7T5E-02

PZm2 4 25E-02 4. 25E-02

PAs2 520E-02 | 520E-02

TS 533E-02 | 533E-02

TF 540E-02 | 540E-02

PMs1 567E-02 | 567E-02

S5Ms2 6 20E-02 | 6 20E-02 | 620E-G2

TP 6 75E-02 | 6.75E-02 | 6.75E-02

AMs3 8 40E-02 | 840E-02 | 840E-02

PAs1 9 40E-02 | 9 40E-02 | 9.40E-02

AZm5 1000 1000 1000 1000

PMs4 1167 1167 1167 1167

FLe7 1180 1180 1180 1180

TA 1200 1200 1200 1200

SZm1 1240 1240 1240 1240

PLe3 1500 1500 1500 1500 1504

VS9 15875 1575 1575 1575 1575

AZm1 1625 1625 1625 1625 1625

FlLe6 1900 1900 1900 1900 1800 1900
AAs 1920 1920 1920 1920 1920 1920
FAs1 2140 2140 2140 .2140 2140 2140
PMs3 2175 2175 2175 2175 2175 2175
R2P2B 2300 2300 2300 2300 2300 2300
SZm2 2360 2360 2360 2360 2380 2360
Fied 2620 2620 2620 2620 2620
+Ms1 2640 2640 2640 2640 2640
SMs1 2640 2640 2640 2640 2840
AZm3 2880 2880 2880 2880
Flen 3240 3240 3240
FLeb .3500 3500
S5BE 3720 3720
FZm2 4000
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Means for groups in homogeneous subsets are displayed
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4 414
b The group sizes are unequal The harmonic mean of the group sizes is used. Type

| error levels are not guaranteed.
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Tabla B4.4 Namero de raices adventicias

Tukey B

Subset for alpha = .05
tratamiento f € d c b a
TP 6.2500
PZm?2 6 7500 6.7500
PMs2 6.7500 6 7500
TA 7 7500 7.7500 7.7500
TF 7 8000 7.8000 7.8000
PMs4 8 0000 8.0000 8.0000 8.0000
AMs3 8 6000 8.6000 8.6000 3 6000
PAs2 8 6000 8.6000 8.68000 8 6000
V38 87500 8.7500 8.7500 8 7500
Ple3 9.0000 9.0000 9.0000 g 0000
T8 9.3333 9.3333 9.3333 93333
PAs1 9.6000 9.68000 9.6000 9 6000
SMs2 10 G000 10.0000 10.0000 10 0000 10 Q000
SZm1 11,2000 11.2000 11.2000 112000 11 2000
AZm5S 11.2000 112000 11.2000 11 2000 11 2000
PMs1 12.0000 12.0000 12.0000 12 0000 12,0000
AZmA 13.7500 13.7500 13.7500 13 7500 13 7500 13.7500
AZm3 14.6000 14.6000 14.6000 14 6000 14 6000 14.6000
AlAs1 14.6000 14 6000 14 6000 14 8000 14 8000 14,8000
FlLe7 15.0000 15 0000 15 0000 15.0000 15.0000 15 0000
PMs3 16 2500 16.2500 16 2500 16.2500 16.2500 16.2500
FlLed 16.2500 16 2500 16 2500 16.2500 16.2500 16.2500
FMs1 16 8000 16 6000 16,6000 16.6000 16.6000 16.6000
R2P2RB 16 8000 16,8000 16,8000 15,8000 16,8009 16.8000
FZm2 17 0000 17.0000 17.0000 17.0000 17.0000 17 0000
FlLe5 17 0000 17.0000 17.0000 17.0000 17.0000 17 0000
FlLe 17 2000 17.2000 17 2000 17.2000 17.2000 17 2000
FAs1 17.8000 17 8000 17.8000 17.8000 17.800Q0
S5BE 18 6000 18 6000 18.6000 18.6000
FlLed 18,2000 18.2000 19 2000
SMs1 20.8000 20 8000
SZm?2 23.2000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
2. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.414

D The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used Type
| error levels are not guaranteed

ANEXO 5
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ANEXO 5

Tabla B4.5 Altura de la parte aérea

Tukey 8¢

Subset for alpha = .05
tratamiento k j [ h g f e d C b a
TS 2125
PZm2 2250 | 2250
TP 2500 | 2500 | 2500
PAsZ 2700 | 2¥00 | 2700 | 2700
TA 3.250 | 3.250 | 3.260 | 3.250 | 3250
PMs1 3.333 | 3333 | 3.333 | 3333 | 3333 | 3.333
TF 3600 | 3.600 | 36800 | 3800 | 3600 | 3.600 | 3.600
PMs4 3667 | 3667 | 3667 | 3667 | 3667 | 3.667 | 3.667
SMs2 3700 | 3700 | 3.700 { 3700 | 3700 | 3700 | 3.700 | 3700
8Zm1 4200 | 4200 1 4200 1 4200 ) 4200 [ 4200 ) 4200 | 4200
PLe3 4250 | 4250 | 4250 1 4260 | 4250 | 4250 | 4250 | 4250
AZmS 4300 | 4300 | 4300 1 4300 | 4300 | 4300 | 4.300
PAs1 4700 | 4700 1 4700 | 4700 | 4700 | 4700 | 4700
PMs2 4750 | 4750 | 4750 | 4750 | 4.750 | 4750
V39 5125 | 5125 | 5125 | 5125 | 5125 | 5125
AAs1 5300 | 5300 | 5300 | 5300 | 5300 | 5.300
R2PZ2B 5300 | 5300 | 5300 | 5300 | 5300 | 5300
AZm1 5375 | 5375 | 5375 | 5375 | 5375
AMs3 5600 | 5600 | 5600 | 5600 | 5600
PMs3 5750 15750 | 5750 | 5,750
FlLe7 5800 | 5800 | 5800
FlLeb 5.875 | 5875 | 5875
FAs1 5900 7 5900 | 5800
FlLel 6000 | 8000 ; 6000
SHBE 8000 | 6000 | 8.000
5Zm2 §100 1 6100 § 6.100
SMs1 6,300 | 6.300 | 8300
AZm3 6300 | 6300 | 6.300
FlLed 6.500 | 6.500
FLeb 6500 | 6500
FMs1 6 800 | 6800
FZmz2 7.500

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4 465.

b The group sizes are unequal The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error leveis are not
guaranteed
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ANEXO 5

Tabla B4.6 Namero de hojas

Tukey B*"

Subset for alpha = .05
tratamienta e d C b a
PZm2 7500
TS 106000 1.0000
SMs2 1 2000 12000
TP 1.2500 1.2500 12500
SZm1T 1.4000 1 4000 14000
PMs2 1.5000 1 5000 1.5000
TF 1.6000 16000 16000
PMs1 1.6667 16667 1 6667 16667
PMs4 1.6667 1.6667 1.6667 1 6667
AMs3 1.8000 1.8000 1.8000 1 8000 1.8000
PAs2 1 8000 1.8000 1.8000 1 8000 1 8000
FlLet 1 80040 1.8000 1.8000 1 8000 1 8000
AZm1 2 0000 2.0000 2.0000 2.0000 2 0000
AZm5S 2 0000 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000
AAsT 2.0000 2.0000 2 0000 2.0000 2.0000
V&9 2.0000 2 0000 2 0000 2.0000 2.0000
PAs1 2.0000 2 0000 2.0000 2 0000 2.0000
FLe? 2 0000 20000 2.0000 2 0000 2.0000
R2P2B 2 0000 2.0000 20000 2 0000 2.0000
AZm3 2.2000 2.2000 2.2000 2.2000 2 2000
FAs1 2.2000 2.2000 2.2000 22000 22000
S6BE 22000 2.2000 2.2000 22000 22000
TA 2 2500 2.2500 2 2500 2.2500 22500
Ples 22500 2.2500 2 2500 2.2500 2.2500
FlLed 2 2500 22500 2 2500 2.2500 2.2500
Fiis1 Z2.40060 24000 2 4000 24000
FlLed 2.4000 2.4000 2 4000 2 4000
SMs1 2.8000 2.8000 2 8000
FZm2 2 8000 2.8000 2 8000
SZm2 3.2000 3.2000
FLeS 3.2000 3.2000
PMs3 3.2500

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 4 465

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes

is used Type i error levels are not guarantead
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ANEXO 5

ll

Tabla B4.7 Didmetro del tallo

Tukey B*®

Subset for alpha = .05
tratamiento d C b a
V) 1.0000
PZm2 1.0000
PMs2 1.0000
TP 1.1250 11250
PAs2 1.2000 1.2000 1.2000
TA 1 2500 1.2500 1.2500
TF 13000 1.3000 13000 1.3000
PMs4 13333 1.3333 13333 13333
18 13750 13750 13750 13750
AMs3 1.4000 1.4000 14000 1.4000
FlLet 1.4000 1.4000 1.4000 14000
SZm1 1.5000 1 5000 1.5000 1.5000
SMs2 1.5000 15000 1.5000 1.5600
AZm1 1.5000 1 5000 1.5000 1 5000
AZm3 1.5000 1 5000 1.5000 1 5000
AZmS 1.5000 1.5000 1.5000 1 5000
AAs1 1.5000 1.5000 1.5000 1.5000
PAs1 1.5000 1.5000 1 5000 1.5000
PMs3 15600 1.5000 15000 1.5000
FLe7 15000 1.5000 1 5000 1.5000
R2P2B 1 6000 1.6000 1.6000
PLe3 1.6250 1.6250 1.6250
PMs1 1.6667 1.8667 16667
SZm?2 17000 1.7000 1.7000
FZm?2 1.7000 1.7000 1 7000
S5BE 17000 1.7000 1 7000
FLeB 1.7500 17500
SMs1 1.8000 1.8000
FMs1 1 8000 1.8000
FLe5 1 8000 1.8000
FAs1 1.9000
FlLe4 1.9000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
a. Uses Harmonic Mean Sampie Size = 4.485.
b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the

group sizes is used Type | error levels are not

guaranteed
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Tabla B4.8 Peso fresco de la parte aérea

Tukey B*®

Subset far aipha = .05
tratamiento f e d c b a
PZm2 3 75E-02
T8 4 00E-02
PAs? 4 BOE-02
TP 4 75£-02
TF 5.60E-02
PMs4 7 00E-02 | 7 ODE-02
PMs1 7.33E-02 | 7.33E-02
SMs2 9 40E-02 | 9.40E-02 | 9.40E-02
TA 9 50E-02 | 950E-02 | 850E-02
sZm1 1020 1020 1020 1020
PlLe3 1075 1075 1075 1075
PAs1 1080 .1080 1080 1080
AZm5 1360 1360 1360 4360 1360
V89 1400 1400 1400 1400 1400
AMs3 1460 1480 1480 1480 1460
FLe7 1520 1520 1520 1520 1520
PMs3 L4700 700 4700 1700 1700
PMs2 1725 A725 1725 725 1725
AZmA 1750 1750 1750 1750 1750
AAsT 1760 1760 1760 1760 1760
R2P2B 2040 2040 2040 2040 2040 2040
FLeb 2175 2175 2175 2175 2174 2175
8Zm2 2540 2540 2540 2540 2540
S55BE 2650 26580 2660 2660
FMs1 2720 2720 2720 2720
FAs1 2780 27560 2760 2760
SMs1 2860 2860 2880
FlLe4 3000 3000
FLe1 3080 3080
AZM3 3100 3100
FZm?2 3740
FLe5 3740

Means for groups in homogenaous subsets are displayed

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4 465,
b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type

I error levels are not guaranteed
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ANEXO 5

Tabla B4.9 Peso seco de la parte aérea

Tukey B*®

Subset for alpha = .05
tratamienio e d c D a
PMs4 1.6E-03
PZm?2 21E-03
TS 3 4E-03 3 4E-03
TP 3.7E-Q3 3 7E-03 3T7E-03
PAs2 4.2E-03 4 2E-03 4 2E-03 4.2E-03
TF 4.3E-03 4 3E-03 4 3E-03 4 3E-03
PlLe3 4 6E-03 4 6E-03 4 6E-03 4 6E-03
TA 6.0E-03 6 OE-03 6 0E-03 6.0E-03
SMs2 6.0E-03 6 DE-03 & DE-03 6.0E-03
AZm5 6 5E-03 6 5E-D3 6 5E-03 6.5E-03
5Zm1 8.7E-03 8 7E-03 8 7E-03 8.7E-03 8 7E-03
VS8 9.1E-03 9 1E-03 9 1E-03 9.1E-03 g 1£-03
AZm1 g 4E-03 9 4E-03 9 4E-03 94E-03 g 4E-03
AMs3 9 6E-03 96E-03 g9 6E-03 9.6E-03 9 6E-03
PMs2 1.0E-02 1 0E-02 1 0E-02 1.0E-02 1 0E-02
PAs1 1.0E-02 1 QE-02 10E-02 1.0E-02 10E-02
FLe? 1.0E-02 1 0E-02 10E-02 10E-02 1 0E-02
PMs3 1.3E-02 1 3E-02 1 3E-02 1.3E-02 1 3E-02
AAst 1.3E-02 1 3E-02 13E-02 1 3E-02 1 3E-02
R2P2B 1.4E-02 1 4E-0Z 1 4E-02 14E-02 1 48-02
Fle6 1.4E-02 1 4E-02 1 4E-02 1.4E-02 1 4E-02
SZm2 1.6E-02 18E-02 16E-02 1.6E-02 16E-02
S5BE 1.7E-02 17E-82 17E-02 1.7E-02 1 7E-02
FAs1 1.7E-02 17E-02 17E-02 1.7E-02 1 7E-02
FMs1 1.8E-02 1 8E-G2 1.8E-02 1.8E-02 1.8E-02
Fled 1.8E-02 1 8E-02 1.8E-02 1 BE-O2 1.8E-02
FlLe 1 9E-D2 19E-02 1.9E-02 1.9E-02
PMs 2 0E-02 2.0E-02 2 DE-02
SMs1 2 0E-02 2.0E-02 2.0E-02
AZmM3 2 0E-02 2.0E-02
FZm2 2.3E-02
FlesS 2 4E-02

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4 465.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes
iz used Type | error levels are not guaranteed.
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BIOENSAYO 5
B5.1 ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F2
Altura de la parte aerea  Between Groups | 29851 83 30 995 061 7683
Within Groups 12950 72 100 129 507
Total 4280255 130
Numero de hojas Between Groups | 1246 562 30 41552 5.6895
Within Groups 730.400 100 7.304
Total 1976.962 130
Diametro del tallo Between Groups 281.876 30 9386 10.516
Within Groups 89.346 100 893
Total 371.221 130
Peso fresco de la parte  Between Groups | 143099.7 30 | 4769989 5700
aerea Within Groups 83687.55 100 836 876
Total 2267872 130
Pesc seco de la parte Between Groups | 1100 323 30 36.677 5215
aerea Within Groups 703.275 100 7033
Total 1803597 130
Longitud de la raiz Between Groups | 18106.89 36 603.563 5812
Within Groups 10281.31 99 103 852
Total 28388.20 129
Pesa fresco de 1a raiz Between Groups | 169846 3 30 | 5661544 6.714
Within Groups 83479.29 99 843 225
Total 2533256 129
Peso seco de la raiz Between Groups | 14616 93 3 487 231 4 306
Within Groups 10749.52 95 113153
Total 25366.45 125

a. F 005,30,100=155

ANEXO 5
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ANEXO 5

Tabla B5.2 Longitud de la raiz

Tukey B2P

Subset for alpha = .05
tratamiento e d ¢ b a
TP 57500
TS 13.0000 13.0000
TA 19.0000 19 0000 19 0000
TF 19.6667 19 6667 19 6657
PZm2 20.1250 201250 20 1250
PAs1 20.8000 20 8000 20 8000 208000
PMs1 26.0000 26 06000 26 0000 26,0000 28.0000
PAs2 27 6667 27 6667 27 6667 27.6667 27 6667
SZm2 29.8750 29 8750 298750 258750 29.8750
PMs3 30.5000 30 5000 30 5000 30.5000 30.5000
SZm1 35.0000 350000 35.0000 35 0000
SMs1 37.7500 377500 37.7500 37.7500
AAs1 ' 39.4000 394000 39.4000
Vs9 39.7500 39.7500 397500
PMs4 40.5000 40.5000 40 5000
R2P2B 41.3333 41.3333 41 3333
AZm3 42.0000 42 0000 42 0000
PMs2 43.1250 43 1250 43 1250
FLe6 : 3.2000 432000 43 2000
FZm?2 44 2000 44 2000 44 2000
S5BE 44 2000 44 2000 44 2000
FlLe7 452500 45 2500 452500
AZm1 45.7500 457500 457500
FMs1 46,0000 48 0000 46,0000
FlLed 46.0000 46 0000 48.0000
FlLe5 47 7500 47.7500
FlLe1 48.6000
SMs2 48.8000
FaAs1i 49 2000
AMs3 49 7500
AZmS 53.2000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.009

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes
is used. Type | error levels are not guaranteed.
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ANEXO 5

Tabla B5.3 Peso fresco de la raiz

Tukey B2P

Subset for alpha = .05
tratamiento g f e d c b a
TP 6225
TF 86200 | 86200
T8 12.3667 |12 3667 | 12.3657
PZm2 13.7700 |13.7700 |13.7700
TA 14.0567 |14.0567 |14.0567
PMs3 17.5500 |17.5500 |17.5500 | 17.5500
Phts1 206267 |206267 (206267 |208267
PAs1 208380 20.8380 |(20.8380 |208380
SZm1 34.6460 |34.6460 | 346460 |34.68460 |34.6460
SZm2 374600 1374600 [37.4600 |37.4600 [37.4600
PAs2 383467 |38.3467 | 383467 |3B8.3467 |38.3467
SMs1 427200 427200 [42.7200 | 427200 (427200
PMs2 47.2760 j47.2750 472750 | 472750 (472750 [47.2750
PMs4 51.0800 |51.0600 |51.0600 |51.0600 5106800 {51.0600
R2P2B 54,3700 |54.3700 |54.3700 1543700 |54.3700 {54.3700
AAs1 67.9240 |67.9240 |67.9240 |67.9240 |67.9240 167.9240 679240
V39 68.7675 |68.7675 |6B.7675 [68.7675 |68.7675 {68.7675 |68.7675
SMs2 717120 |71.7120 (717120 {71.7120 {71.7120 |71.7120 | 71.7120
AZm3 726075 726075 726075 |72.6078 | 726075 [726075 726075
FZm?2 742800 |74.2800 |74.2800 | 742800 |74.2800 (742800 |74.2800
FMs1 771640 | 771640 |77.1640 |77.1640 |77 1640 |77.1640 |77.1640
FLe7 786600 |79.6600 |79.6600 [79.6600 |796600 |79.6600
FAs1 87.2080 |87.2080 |87 2080 |87 2080 | 87.2080
AZm1 920750 [92.0750 (9206750 |92.07350
S5BE 92.4300 |92.4300 (924300 |952.4300
FlLe6 04,3920 [54.3920 |94 3820 | 543920
FlLe4 98.8880 |98 8880 | 988880
FLeb 100563 | 100,53 | 100.53
FLe1 10455 | 10455 | 104.55
AMs3 12305 | 123.05
AZm5S 143.03

Means for groups in homogeneous subsets are displayed

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.052

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used
Type 1 error levels are not guaranteed.
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Tabla B5.4 Peso seco de la raiz

Tukey B*°

Subset for alpha = .05
tratamiento d s b a
TP 4133
TF 12967 1.2967
T8 18700 1.8700
TA 2.3067 2.3087
PMs3 27350 27350 27350
PAs1 4 0600 4.0600 4.0600
PMs1 40967 4.0967 4.0967
PZm2 4.46800 4.4800 44600
S8Zm1 6.0800 5.0800 6.0800 6.0800
PMs2 6.6825 6.6825 6 6825 6.6825
SMs1 7.2475 7.2475 7 2475 7 2475
PAs2 7.4867 7.4887 7 4867 7 4857
SZm?2 7.7575 7 7575 77575 7 7575
R2P2B 11 3067 11.3067 11.3067 11.3067
PMs4 15 2825 15.2825 15.2825 15.2825
VS89 16.1725 161725 161725 16.1725
AAsT 17 8660 17.8660 17.8660 17.8660
AZm3 18 3600 18.3600 18.3600 18.3600
FZm2 189780 18.9780 18 9780 18 9780
FMs1 208740 20.8740 208740 208740
SMs2 22.3140 22.3140 22 3140 223140
FlLe7 22 4800 22 4800 22 4800 22 4800
Fas1 22.9580 22.9560 22 9560 22 9560
Fle6 25.9360 259380 25 9360 258380
FlLe5 26.9750 26.9750 269750 26.9750
S5BE 27.7740 27 7740 27 7740 277740
AZm1 28,4275 28 4275 28.4275 28.4275
FlLe4 30 4380 30.4380 30.4380
AZmS 31.8380 31.8380
AMs3 34.2700
FLe1 35.0140

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3 859.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the
group sizes is Used. Type ! error levels are not
guaranteed.
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e
Tabla B5.5 Altura de la parte agrea
Tukey B*P
Subset for alpha = .05

tratamiento h g f e d c b a
TP 7 1250
PZm2 17 750 | 17.750
TA 22750 | 227580 | 22750
SZm?2 24750 | 24750 | 24750 | 24750
TF 25667 | 25667 | 25667 | 25667 | 25667
PAst 25800 | 25800 | 25800 | 25.800 | 25800
TS 27000 | 27.000 | 27000 | 27.000 | 27 000 | 27.000
FPMs3 27625 | 27625 | 27625 | 27625 | 27825 | 27.625
SZm1 28200 | 28200 | 28200 | 28.200 | 28 200 | 28.200
PMs1 34667 | 34667 | 34667 | 34667 | 34667 | 34667 | 34667
SMs1 36750 | 36750 | 36,750 | 36750 | 38.750 [ 36.750
PAs2 40167 | 40167 | 40167 | 40167 | 40167 | 40.167
R2P2B 40.333 | 40333 | 40.333 { 40.333 | 40.333 | 40.333
FZm2 43.400 | 43400 | 43400 | 43400 | 43.400 | 43.400
vss 44250 | 44250 | 44.250 | 44 250 | 44.250 | 44.250
AAs1 44 400 | 44,400 | 44400 | 44 400 | 44,400 | 44.400
FLe7 45500 | 45500 | 45.500 | 45500 | 45.500 | 45.500
AZm3 45750 | 45750 | 45750 | 45750 | 45750 | 45.750
Fled 48.000 | 48.000 | 48000 | 48.000 | 48.000 | 48 000
SMs2 51.200 | 51.200 | 51200 | 51.200 } 51.200 | 51200
FAs1 51.200 | 51.200 | 51200 | 51.200 } 51200 | 51200
Fleb 51600 | 51600 | 51800 | 51600 |} 51.600 | 51600
PMsd 52625 | 52.625 | 52625 | 52625 | H2.625 | 52625
Fle5 52,875 | 52875 | 52875 | 52,875 | 52 875
Fisi 55.000 j 55.000 | 55.000 § 55000
S5BE 55.40C § 55400 | 55400 § 55400
PMs2 56.750 | 58.750 | 56750
AZm3 59.800 | 55 800
FLet 62.000 | 62000
AZm1 64.500 | 64 500
AMs3 75.750

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 4 097.

b The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type |
error levels are not guaranteed
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Tabla B5.6 Namero de hojas

Tukey B*P

Subset for alpha = .05
tratamiento f e d C b a
TP 3.5000
TA £.5000 & 5000
PZm?2 6.7500 6.7500
TF 7.0000 7.0060 7.0000
PAs1 7.4000 7.4000 7.4000 7.4000
T3 8.3333 8.3333 8.3333 83333
PMs3 8.7500 8.7500 8.7500 8.7500
57m1 9.8000 9.8000 9.8000 9.8000 9.8000
8Zm2 10 G000 10 Q000 10.0000 40.0000 10 0000
PMs1 10.6667 10.6667 10.6667 10.6667 10 6667
R2P2B 11.6667 11.6667 11 6667 11 6667 11 6587
SMs1 11.7500 11.7500 11.7500 11 7500 11 7500
FZm2 11.8000 11.800C 11 8000 11.8000 11 8000
PAs2 12.0000 12.0000 12 Q000 12 Q000 12 0000
AAs1 12 2000 12.2000 12,2000 | 12 2000 12.2000
VS8 12 2500 12.2500 12.2500 12 2500 12 2500
FLe? 12.2500 12.2500 12 2500 12 2500 12 2500
Fiist 12 4000 12.4000 12 4000 12 4000 12 4000
FlLeg 12 4000 12,4800 12.4000 12 4000 12,4000
FLe4 13.0000 13 Q000 13.0000 13.0000 13.0000
PMs2 132500 13.2500 13.2500 13.2500 13.2500
AZm3 13 5000 13 5000 13.5000 13.5000 13.5000
FAs1 13 6000 13.6000 13.6000 13.6000 13.6000
SMs2 14 0000 14.0000 14 0000 14.0000
PMs4 14.2500 142500 14.2500
FlLe1 14.4000 14 4000 14.4000
S5BE 14,4000 14.4000 14.4000
FLeS 14.5000 14.5000 14.5000
AZm1 16.0800 16.0000
AZm3 16.2000 16.2000
AMs3 17.2500

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 4,097

b The group sizes are unequal The harmonic mean of the group sizes is used. Type
I error levels are not guaranteed.
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Tabla BS5.7 Diametro del talio

Tukey B*P

Subset for alpha = .05
tratamiento h g b e d c b a
TP 1.875
TA 3.000 | 3.000
PZm?2 3875 | 3875 |3.8750
T8 4333 143333 | 4333
TF 4333 {43333 | 4333
PAs1 4500 145000 | 4500 {45000
PMs3 52500 | 5250 52500 | 5.250
PMs1 56667 | 5667 |5.6667 | 5667 |5.6667
5Zm1 60000 | 6.000 |6.0000 | £.000 [6.0000 | 6.00Q
PMs2 6.1250 | 6.125 |6.1250 | 6.125 (61250 | 6125
PAs2 B8.1667 | 6.167 |6.1667 | 6.167 |6.1667 | 6.167
5Z2m?2 6.250 |6.2500 | 6250 {62500 | 6250
FLe? 6 250 {6.2500 | 6.250 (62500 | 6250
PMs4 6500 |B5000 | 6500 165000 | 6500
FiMs1 6600 {66000 | 85600 |66000 | 6.600
FZm?2 6.700 |67000 | 6.700 {87000 | 8700
Fled 6.700 {67000 | 5700 |6.7000 | 6.700
R2P2B 68333 | 6833 |68333 | 6833
S5BE 6.9000 | 6900 65000 | 6900
SMs1 7000 |7 0000 | 7000
V&8 7.000 j7.0000 | 7O0Q
FLe5 7.800 (7.0000 | 7.000
FLet 7.100 |7.1000 { 7.100
AAst 7.300 7.3000 | 7.300
FLe6 7.300 |7.3000 | 7.300
FAs1 7.500 |7.5000 | 7.500
SMs2 7600 |7.6000 | 7600
AZm1 7750 {77500 | 7750
AZm3 8.0000 | 8.000
AZm5 3.1000 | 8100
AMs3 8.250

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
a2 Uses Harmonhic Mean Sample Size = 4 097,

b. The group sizes are unegual. The harmonic mean of the group sizes is used
Type | error levels are not guaranteed
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Tabla B5.8 Peso fresco de ia parte aérea

Tukey B*P

Subset for alpha = .05
tratamiento f & d G b a
TP 3.9550
PZm2 13.2150 132150
) 13 2400 13.2400
TA 13.2575 13.2575
TF 13.6833 13.6833
PMs3 - 23.6875 236875
PAs1t 24 5720 24 5720
SZm1 278000 27 8000 27.8000
PMs1 31.9967 31.9967 319967
SZm2 366975 366975 366975 366975
R2P2B 44 8767 44 8767 44 8767 44 8767
PAs2 47 6533 47.6533 476533 47 6533 47 8533
FZm2 50.6200 50.6200 50.6200 506200 50.8200
FLe? 57 0400 57.04060 57.0400 §7.0400 57.0400
Shs1 61,6000 £1 6000 61.6000 61.6000 61.6000
Ahs] 62 1340 £2 1340 62.1340 62.1340 62 1340
FMs1 64.2640 654 2640 64,2640 64.2640 64 2640
VS9 66.5450 66.5450 66 5450 66.5450 66.5450 66.5450
Fled 68.4160 68.4160 68.4160 68 4160 68.4160 68.4160
PMs4 70.4600 70.4500 70.4600 70 4600 70.4600 70 4600
PMs2 71.4650 71.4650 71.4650 71.4650 71.4650 71 4650
AZm3 73.2725 732725 73.2725 73.2725 73.2725 732725
Fl.e5 739700 73.9700 73.9700 73.8700 73.8700 73.57G0
FLe6 79.3320 793320 79.3320 75.3320 79 3320 79.3320
SMs2 79 6580 796580 79.6580 79.6580 796580 79.6580
SHBE 82 4040 82 4040 8Z 4040 82.4040 82.4040
FAs1 89 9260 89,9260 89 9260 89 9260 89.9280
Fle1 101.6080 | 101.6080 | 101.6080 | 1016080
AZmA 1121500 | 1121500 | 1121500
AZmS 1216780 | 1216780
AMs3 138.8000

Means for groups in homogenecus subsets are displayed.
2 Uses Marmonic Mean Sample Size = 4 097
b The group sizes are unegual The harmonic mean of the group sizes is used Type

| error levels are not guaranteed.
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Tabla B5.9 Peso seco de la parte aérea

Tukey B2
Subset for alpha = .05
tratamiento e d C b a
TP 2.25E-02
PZm2 7950 7950
TA 8050 8050
TF 8367 9367
TS 10867 1.0867
PMs3 14175 14175
PAs1 15240 1.5240
SZm1 20200 2.0200 2 0200
PMs1 21933 21933 21933
SZm2 2 4875 2 4875 2 4875
SMs1 31000 3.1000 3.1000
R2PZB 31167 3.1167 3.1167
PAs2 3.4600 3.4600 3.4600
AAs1 4 4620 4 4620 4.4620 4 4620
PMs2 4.4900 4 4300 4,4300 4.4900
FLe7 4 6325 46325 46325 46325
Fim2 47760 47760 47760 4. 7760
FMs1 4 8440 4 8440 4 8440 4.8440
V59 4 8000 4 9000 4.9000 4.9000
PMs4 §.0750 50750 50750 50750
AZm3 51775 51775 51775 514775
Fled 5.8980 58980 5.8980 5.8980 58980
FAsi 65100 6.5100 65100 6.5100 6 5100
FiLeb 66625 86625 6 6625 6.6625 6.6625
Flet 7.0360 7.0360 7.0360 7.0360 7.0360
S5BE 7.2820 7.2820 72820 7.2820
SMs2 7.3200 7.3200 7 3200 7.3200
FLe1 76760 7.6760 7 8760 76760
AZm 88075 8 8075 8.8075
AZmS 10.5460 10,5460
AMs3 11.8400

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
2 Uses Harmonic Mean Sample Size = 4 097

b The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes

is used. Type | error levels are not guaranteed
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BIOENSAYO 6
Desarrollo a los 70 dias

Tabla B6.1 ANOVA

Sum of Mean
Squaras df Square F?
Altura de Between Groups 73520 4 18.380 575
la parte Within Groups 1405.439 44 31542
acrea Total 1478.958 48
Numero Between Groups 4 508 4 1.127 1.184
dehojas  Within Groups 41.900 44 952
Total 46.408 48
Didmetroc  Between Groups 1.763 4 441 1.200
del tallo Within Groups 16.156 44 .367
Total 17.918 48

a. F 0.05,4,44= 2 61

Tabla B6.2 Altura de la parte aérea

Tukey gab
Subset
for alpha
=.05

TRATAMIENTOS a
FLet 26.4000
TFC 27.8000
TFM 27.8889
AZmS 29.4500
AMs3 286500

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Tabla B6.3 Namero de hojas

Tukey B*P
Subset
for alpha
=05

TRATAMIENTOS a
TFM 10.0000
AZm5 10.1000
FLet 10 1000
AlMs3 10 5060
TEC 10.8000

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 2783

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean
of the group sizes is used. Type | error levels are
not guarantead

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmaonic Mean Sample Size = 9783

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean
of the group sizes is used Type | error levels are

Tabla B6.4 Diametro del tallo

Tukey B*P
Subset
for alpha
=.05

TRATAMIENTOS a
TFM 57778
AZm5 5 9000
FLel & 0000
TFC 6.2000
AMs3 6.3000

Means for groups in hormogeneous subsets are displayed

2. Uses Harmonic Mean Sample Size = 8.783.

b. The group sizes are unequal. The harmenic mean
of the group sizes is used. Type | error levels are

not guaranteed
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Numero de flores
Tabla B6.5 ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F?
98 DIAS Between Groups 80 080 4 20.015 4 260
Within Groups 197 344 42 4,699
Total Z77.404 46
120 DIAS Between Groups 39535 4 9.884 887
Within Groups 430.778 43 10018
Total 470.312 47
134 DIAS Between Groups 30.301 4 7575 535
Within Groups 608.511 43 14151
Total 638.813 47
a F0054,42= 261
Tabla B6.6 98 Dias Tabla B8.7 120 dias
Tukey 828 Tuksy B™"
Subset for alpha = .05 Subset
TRATAMIENTO b a for alpha
AZTG 1.4444 =05
AMs3 25000 TRATAMIENTO a
TFC 34000 | 34000 AZmS 43000
TFM 36667 | 36667 TFM 51111
Flei 5.4444 Abs3 & 0000
Means for groups in homogeneous subsets are displaysd Flet 61111
TFC 6.5000

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 8.375. .
Means for groups in homogeneaus subsets are displayed

b The group sizes are tnequal The harmanic maan . .
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.574,

of the group sizes is used Type 1 error levels are
not guaranteed. b. The group sizes are unequal. The harmonic mean
of the group sizes is used. Type | error levels are

nict guaranteed.

Tabla B6.8 134 Dias

Tukey B*°

Subset

for alpha

=.05

TRATAMIENTO a
FlLe1 9.5556
AMs3 10.9000
TFC 11.3000
AZm3 11.6000
TFM 11.8889

Means for groups in homogeneous subséts are displayed TESIS CON

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9 574 .

b. The group sizes are unequal The harmonic mean FALLA DE ORIGEN
of the group sizes is used. Type | error levels are ;

not guaranteed.
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Numero de frutos
Tabla B6.9 ANOVA

Sum of Mean
Squares of Square F?
120 DIAS Between Groups 77.724 4 19.431 4 392
Within Groups 190,256 43 4425
Total 267.979 47
134 DIAS Between Groups 64.011 4 16 003 2915
Within Groups 279989 44 6.363
Total 344.000 48
a. F0.05,4,43= 261
Tabla B6.10 120 Dias Tabla B6.11 134 Dias
Tukey B®P Tukey B2
Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
TRATAMIENTO b a TRATAMIENTO b a
TFM 202D TFM 2.8889
AMs3 2 0000 20000 AZmS 41000 41000
AZm5 25000 25000 AMs3 4.9000 4 9000
Flel 37000 Fiet 5.1000 5.1000
TFC 3.7000 TFC '6.4000
Means for groups in homogeneous subssts are displayed. Means for groups in homogeneous subsets are displayed
8. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9574 a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 8.783
b The group sizes are unequal. The harmonic mean b. The group sizes are unequal. The harmonic mean
of the group sizes is used. Type | error levels are of the group sizes is used. Type | error levels are
not guaranteed not guaranteed.
Produccion
Tabla B6.12 ANOVA
Produccion total
Sum of Mean
Squares df Square £

Between Groups | 113323.3 4 | 28330 84 3.410
Within Groups 315673.5 38 | 8307197
Total 428986.8 42

a. F005,4,38= 2.61

Tabla B6.13 Produccién total

Tukey g2b
Subset for alpha = .05

Tratarmiento h a

TFM 173.4200

AZmSB 227711 | 2371711

AMs3 2370122 | 2370122
* TEC__Z._:"_ | -246.3500 | 246.3500

FL&T - . 3443514

.‘Means for groups in horhbgeneous subsets are displayed.
.. Uses Harmonic Mean Sample Size = 8 473,
b. The group sizes are unequal The harmonic mean

of the group sizes is used. Type i error levels are
not guaranteed.
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