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RESUMEN

El cultivo de tomate de arbol es una especie frdéalgran aceptacién en el mercado
nacional e internacional, por su calidad organaépt sus propiedades medicinales. Por
ello, es necesario contribuir a mejorar la nutricyddesarrollo de este cultivo mediante el
fortalecimiento de una agricultura sustentable, €ouso de microorganismos benéficos
de la rizosfera, considerados biofetilizantes padar a preservar la calidad ambiental y
a la vez mejorar la calidad de vida.

Bajo este contexto en la presente investigaciomutdiegaron dos tipos diferentes de
biofertilizantes (microorganismos nativos de tomaéearbol): uno constituido por un
consorcio de hongos micorricicos arbusculares (HMA}ro formado por rizobacterias
promotoras del crecimiento de las plantas (PGP¥®udomonas fluorecensicialmente

se identificaron y propagaron las micorrizas y arpaosterior muestreo se aislaron y se
seleccionaron tres cepas €k fluorescenspor su capacidad de solubilizar fosfato
tricalcico. Se procedio a inocular las plantulagateate de arbol de 15 dias de edad con
1,09 esporas/g de HMA por maceta, a las que tramdown mes se aplicaron diferentes
cepas (Z2P6, Z5P5 y Z5P6 en concentraciones dd®.5x6.0x1GUFC/mI) segun el
disefio experimental establecido. Al finalizar ekayo (cuatro meses) se observo un
mayor desarrollo vegetal en las plantas co-inoadacbn HMA y la cepa Z5P6 (en
concentracion de 6,0x}I0FC/ml) presentando un aumento en la altura dez] &ea
foliar de 2 veces, biomasa aérea y peso radicldaB respecto a las plantas control.
Tanto las plantas micorrizadas como las co-inoadgdon HMAy P.fluorescensepa
Z5P6) mostraron una mayor absorcion de los nu&genftosforo y nitrégeno en
comparacion con aquellas con inoculacion simpleridebacterias y los controles,
probablemente debido a la capacidad que preserdan nlicroorganismos para

descomponer la materia organica, logrando movilidathyor asimilacién de nutrientes.
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ABSTRACT

The sweet tomato crop is a fruit species of greateptance in the national and
international markets for their organoleptic anddiomal properties. Therefore, it's
necessary to contribute to improve nutrition andvettepment of this crop by
strengthening sustainable agriculture, with the afsbeneficial microorganisms on the
rhizosphere considered biofetilizers to help pneseenvironmental quality while

improving the quality of life.

In this context in the present investigation it wagd two different types of biofertilizers
(native microorganisms of sweet tomato): one forrbgda consortium of arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) and other formed by plantogth promoting rhizobacteria
(PGPR)Pseudomonas fluorecensitially mycorrhizae were identified and propé&egin

a subsequent sample were isolated and selectesl g$tveens ofP. fluorescendgor their
ability to solubilize tricalcium phosphate. The ®ivéomato seedlings of 15 days age
were inoculated with 1.09 spores/g of AMF per paithin a month different bacterial
strains (Z2P6, Z5P5 and Z5P6 at concentrations®f1D8 and 6.0x108 UFC/ml) were
applied according to the experimental design sethé end of the test (four months) the
results showed greater growth for co-inoculatedhtpleith AMF and Z5P6 strain (at a
concentration of 6.0 x108UFC/ml) showing a increase time the height, twice the leaf
area and three time the aerial biomass and rog@htvebpmpared to control plants. Both
mycorrhizal plants as co-inoculated (AMF aRdfluorescensZ5P6 strain) showed a
greater absorption of nutrients: phosphorus anmdgen compared with those with single
inoculation of rhizobacteria and control group, ably, these results were due to the
ability of microorganisms to decompose organic arathchieving greater mobility and

assimilation of nutrients.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

El tomate de arbol, es un frutal exético reconogidosu calidad organoléptica y
sus propiedades medicinales atribuidas al contetédwitaminas y minerales, por esta
razon ha ido en aumento la conquista de nuevosadh@sc hasta llegar a tener un
reconocimiento internacionabin embargo, hasta la presente fecha no ha sidblgos
consolidar un mercado estable permanente, por tdtaecnificacion en el cultivo
(manejo de plagas, nutricion, riego, cosecha ycpsstha) y sobre todo por el uso
inadecuado de fertilizantes que han ocasionadodgsampérdidas econdémicas a los
fruticultores y graves consecuencias ambientalesigSet al., 2008). Los fertilizantes
guimicos y pesticidas sintéticos al ser utilizadasexceso, provocan el deterioro de la
macro y microfauna del suelo, por consiguienteelgsecies vegetales no son capaces de
obtener los nutrientes de un suelo muerto y erasionlo cual las hace dependientes de
estos productos sintéticos. En otros casos losaoonantes se difunden hacia cuerpos de
agua, alterando la vida acuatica de los mismospseentran en las cadenas alimentarias
y a la vez causan toxicidad en el ser humano (Ramdry Mijangos, A., 2000).

1.2 Justificacion del problema

Siendo el tomate de arbol una especie frutal de ge@ptacion en el mercado
nacional e internacional, es importante contrilaumejorar la nutricion y desarrollo del
cultivo mediante el fortalecimiento de una agrigtdt sustentable, prestando especial
atencion al estudio de los microorganismos rizasiér cuyos beneficios se ven
reflejados en un aumento de la produccion, mediange mayor absorcion de agua y
nutrientes del suelo a través de la biodegradaaiéierada de desechos organicos. Estas

ventajas redundan en un beneficio directo a Idemms agrosostenibles, dado que los



biofertilizantes preservan la calidad ambiental igninuyen el uso de fertilizantes
guimicos-contaminantes mejorando la calidad de. vida

La actividad de estos microorganismos consideragoso “biofertilizantes” se
enmarca fundamentalmente, en la rizésfera, "esleranfluencia de la raiz", la cual
contiene una poblacién microbiana que se desardeltdro y fuera de las raices de las
especies vegetales, y es mediada por la liberacidtinua de metabolitos proporcionados
por las plantas, que son rapidamente utilizadosocsustrato para el desarrollo de los

mismos, bajo condiciones normales de crecimientméA, et al., 1992).

En referencia a la importancia y proyeccion quesgméa el cultivo de tomate de
arbol, es necesario contribuir a su mejora vegatahentando su productividad mediante
la aplicacion de técnicas biotecnologicas, denolas cuales el establecimiento de
asociaciones benéficas entre los hongos mutuali$hé& y bacterias promotoras del
crecimiento vegetal tales comseudomonas fluorescepeesentan gran aplicacion en la

agricultura, confiriéndoles innumerables benefigdas plantas.

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la interaccién entre hongos micorricicdsuaculares (HMA) y rhizobacterias
Pseudomonas fluoresceren el desarrollo y la nutricion de plantulas amdte de arbol

(Solanum betaceundurante las primeras fases de crecimiento.



1.3.2 Objetivos especificos

Identificar esporas de hongos micorricicos arbasesl (HMA) en las zonas con cultivos
de tomate de arbol orgéanicos.

Propagar los hongos micorricicos arbusculares (HE®gciados al cultivo de tomate de
arbol en plantas huésped de avena.

Aislar, identificar y propagar rizobacteria®seudomonas fluorescenasociadas al
cultivo de tomate de arbol.

Establecer las concentraciones adecuadas de HMAflyorescengara la aplicacion de
los inOculos en plantas de tomate de arbol, sebdisefio experimental a utilizarse.
Aplicar los indculos de hongos micorricicos arblem@s y dePseudomonas fluorescens
en plantulas de tomate de arbol.

Evaluar la poblacién de esporas, el porcentajealfenizacion micorricica (HMA) vy la
poblacion bacteriana d@seudomonas fluorescers raices y rizosfera presentes en las
plantas de tomate de arbol inoculadas vs. no iadasl

Determinar el porcentaje de supervivencia y el Weba de las plantas (altura, diametro
del tallo, area foliar, biomasa aérea y radical)

Evaluar la nutricion de las plantas mediante laacamjad de absorcion de macro y
microelementos en todos los tratamientos.

Determinar el contenido de nutrientes del sustuéitzado en todos los tratamientos del

disefio experimental.

1.4 Marco tedrico

1.4.1 Cultivo de tomate de arbol

1.4.1.1 Descripcion botanica

El tomate de arbolSolanum betaceunes un frutal proveniente de una planta
arbustiva de la familia Solanacea. Su raiz es pd#Eulpuede alcanzar hasta 1m) con
bastantes raices secundarias que se concentram 3Gsh de profundidad. Su tallo

cilindrico inicialmente es suculento, pero a medjda se desarrolla y ramifica, empieza



a tornarse semilefioso y puede alcanzar hasta 3atuta. Presenta hojas cordiformes,
entre 30-40 cm de largo, su color varia entre vesteiro y claro de acuerdo al genotipo,
con ligera pubescencia en el envés. Su infloregz@scun racimo, conformada hasta por
40 flores pediceladas, con corola de color ros&des. frutos son bayas suspendidas por
un pedunculo largo, de forma generalmente ovalepiaermis lisa y brillante, de color
verde cuando estd inmaduro y en su estado de maguwexde variar en amarillo,
anaranjado, rojo y purpura obscuro, la pulpa esgagagridulce, de color anaranjado
claro a intenso, el interior contiene entre 20M@& 8emillas circulares y planas, blancas
cuando son tiernas y con pigmentos anaranjadagpsop morados cuando alcanzan la
madurez (INIAP, 2004).

1.4.1.2 Origeny zonas de produccion en el pais

El tomate de arbol es originario de los Andes, e$ipamente de Ecuador, Perd,
Chile y Bolivia, posteriormente fue naturalizado: d@rasil, Argentina, Colombia y
Venezuela. En la actualidad ocupa grandes extesside terreno en Nueva Zelanda

convirtiéndose en un cultivo intensivo y de expada (Pilco, 2009).

La produccion en el pais es de aproximadamente244h@ctareas (ha) en la
region andina (MAGAP, 2009) de las cuales, alredetin 3.782ha se han establecido
como monocultivo y la superficie restante corresigoa la produccion de tomate de arbol
asociada con otros productos agricolas como mpépg. Esta produccion da sustento a
unas 7000 familias de pequefios y medianos prodisctde la serrania y oriente
ecuatoriano. El cultivo se desarrolla principalneerin las provincias de Imbabura,

Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua y Azuay entre las importantes (Soria, et al., 2008).



1.4.1.3 Rendimiento agricola

El cultivo tiene una vida util de tres afios, de dasles solo dos de ellos son de
producciéon comercial. Durante el primer afio de cosese obtienen entre 40 y 85

toneladas de fruto por ha y en el segundo afio 28tee30 (INIAP, 2008).

1.4.1.4 Condiciones climaticas y suelo

El cultivo se desarrolla adecuadamente en lugaresliima templado a frio, con
precipitaciones entre 500 a 2500mm, siendo el rdpéimo 1500mm y su temperatura
media anual entre 14°C y 20°C. Cuando las tempagtson inferiores a 14°C se
producen dafios fisioloégicos y se retarda el cresitoi El tomate de arbol crece en
altitudes de 600-3300m.s.n.m con fotoperiodos asufil2 horas luz y 12 horas de
oscuridad) humedad relativa de 60-80% Yy requiersuedos con textura franco arenosa o
arcillosa, buen drenaje, alto contenido de matemngnica (4%-5%) y un pH entre 5-7
(Soria, et al., 2008).

1.4.1.5 Requerimientos nutricionales del cultivo

El tomate de arbol requiere ser nutrido de manentiriua, cada tres meses, sin embargo
para suplir las necesidades de la planta es neceeatlizar analisis de suelo y foliares
como referencia para aplicar los nutrientes adexua(ifabla 1.1 y 1.2). El
desconocimiento de los niveles apropiados deifetilon puede provocar la aparicion de
sintomas de exceso o deficiencia de macro y menoahtos en la especie (INIAP,
2004).



Tabla 1.1 Niveles de fertilizacion recomendados en basargdapretacion del andlisis de suelo.

(INIAP, 2004).
Kg/ha/afo*
NIVEL N P,Os K,0 MgO
ALTO 60C-80C | 23C-28C | 70C-90C | 8C-10C
MEDIO 40C-60C | 18C-23C | 50C-70C | 60C-8C
BAJC 20C-40C | 13C-18C | 30C-50C | 40-6C

*En el primer afio se requiere aplicar el 50% denigsles recomendados, fraccionando la
dosis en 25% al momento del trasplante y el 25%més para el mantenimiento del cultivo.

Tabla 1.2 Nutrientes Gptimos a nivel foliar del cultivo dertate de arbol en plantas de 15 meses
de edad. (INIAP, 2004).

ELEMENTO UNIDAD RANGO
N % 3.54.2
P % 0.2-0.2
K % 4.C-5.C
Ce % 1.2-2

Mg % 0.32-0.4Z
S % 0.25-0.3¢
Mn ppm 10C-15C
Zn ppm 25-32
Cu ppm 20-25
B ppm 20-30
Fe ppm 10C-15C

Macronutrientes:

v" Nitrogeno: Elemento absorbido por las plantas en forma detait(NGQ) o

amonio (NH') fundamental para el crecimiento vegetativo, ya& g@s un



constituyente de los aminoacidos y clorofila, serebta Ultima a la que se
atribuye el color verde intenso de las hojas (Rilenillo J., 2009).

Su deficiencia se refleja en la disminucion deladedlo de la parte aérea de la
planta. Produce clorosis venal amarillo-verdosoidpal en hojas viejas,

expandiéndose desde la nervadura central haciabdodes que se tornan
cloréticos, posteriormente las hojas se necrosdesprenden con facilidad de la
planta. En otros casos se presentan hojas joveeekesy pero pequefias y
arrugadas, bordes torcidos hacia el envés. Un exaelsnutriente se traduce en
hojas de color verde azulado, retardo en la maguracmenor resistencia de la

planta frente a las plagas comunes (INIAP, 2004).

Fosforo: Es absorbido por las plantas en forma de &cidfdrios (HPQ) o
diacido fosforico (HPO,) aporta energia durante la sintesis y transpogte d
carbohidratos en el vegetal, interviene en la dimiselular, que se refleja en un
acelerado desarrollo de las raices y estimulariadoion de las semillas (Pilco
Carillo J., 2009).

Su deficiencia reduce el crecimiento de la parread radicular, produciendo
clorosis, es decir color amarillo claro desde losdbs hacia el interior de las
hojas bajeras. Los peciolos de las hojas interrmedizeren, hay necrosamiento
del tejido desde la base hasta el apice de la ésfas se desprenden del tallo, sin
marchitarse totalmente (INIAP, 2004).

Potasio: Su funcion principal es el transporte de saviatrdede la planta,
interviene activamente en el proceso de divisiolulae en los procesos de
absorcion de Ca, N y Na. Su deficiencia provocahbpjeras gruesas y duras con

manchas de 2 a 3mm a manera de quemazones, ealalaervadura central y



secundarias. En otras, se presentan lesiones aar@meostras en los peciolos de
las hojas y sobre la superficie de los tallos (P@arillo J., 2009, INIAP, 2004).

v’ Calcio: Su deficiencia reduce el desarrollo general g#data, las hojas se tornan
fragiles, quebradizas, el envés y la nervaduraraeptesentan lesiones en forma
de cortes longitudinales, existe un enrollamieradas bordes laterales hacia el
haz y se presentan manchas amarillo-blanquecinta drase de las hojas. El
sistema radicular deja de emitir nuevos brotegalieo a morir la planta (INIAP,
2004).

v" Magnesio: Su deficiencia produce clorosis intervenal verdeddlento en hojas
bajeras, existiendo un enrollamiento de los bod#esle el haz hacia el envés en
todas las hojas, estas empiezan a necrosarse eledfdiee hacia el centro y se
tornan deformes. Sin embargo el sistema radicudarescreciendo y emitiendo
nuevos brotes (INIAP, 2004).

Micronutrientes:

v' Manganeso: Su deficiencia produce clorosis a manera de manghaa ligera
deformacién en forma de ondas sobre la superfeei@slhojas bajeras. El resto de
hojas mantienen el color verde intenso. El sistem@adicular no presenta
alteraciones visibles (INIAP, 2004).

v' Zinc: Se retarda el crecimiento en altura de la plas¢gaacorta la distancia
internodal, mientras que en la base del tallo seema un incremento del
diametro. Hay deformacion de las hojas jovenesni&saduras se hacen mas
gruesas y sobresalientes, presentando clorosiasehojas intermedias y bajeras
(INIAP, 2004).



v' Cobre: Existe clorosis desde los bordes hacia el cerdrtasl hojas bajeras, se
observa una coloracion café verdosa en las hojesmadias y las hojas

totalmente caidas se doblan hacia el haz (INIAB420

1.5 Microorganismos rizosféricos

Los microorganismos rizosféricos forman parte prored de un ecosistema
microbiano y de su funcionamiento 6ptimo, ya que ks protagonistas de diversas
acciones benéficas para las plantas, destacan@pate en la nutricion y proteccion
vegetal (Jaizme y Rodriguez, 2008; Ferrera y Alar@®01). Por esta razén se pretende
desde el punto de vista agroecoldgico dar un usmnal de los recursos naturales
renovables, precisando el estudio de hongos miomos arbusculares y bacterias

rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal.

La interaccion entre microorganismos y cultivos, reachos casos puede ser
beneficiosa, dependera en gran medida de la coacemt de los exudados de las
plantas. Este sinergismo entre los hongos micoasciarbusculares (HMA) y las
rizobacterias promotoras del crecimiento veget@RR) mejora la colonizacion en las
plantas. Para ello es necesario elegir una ceparlza@ que sea capaz de influir en el
crecimiento del hongo y a su vez las micorrizaglpaeservir como vehiculo de infeccion

de las rizobacterias en las raices (Antoun, Hré&vést D., 2005).

La fundacibn IFOAM (International Federation of ganic Agriculture
Movements) a partir de 1972, establecio que lacaljura sostenible debe intensificarse a
través de la biofertilidad de los suelos incremeathbael reciclaje de los nutrientes y la
actividad microbiana. De esta manera en la décaddosl 90, los biofertilizantes se

convirtieron en un punto comuan de investigacionigiedo en cuenta los serios problemas



ambientales causados por la aplicacion irraciomalfettilizantes quimicos (IFOAM,
2011).

Bajo este contexto, en la presente investigaciénprepone utilizar dos tipos
diferentes de biofertilizantes (con microorganisnmagivos de tomate de arbol): uno
constituido por un consorcio de HMA y otro formagor PGPR Pseudomonas
fluorecens

1.5.1 Hongos micorricicos

La micorriza es la simbiosis entre las raices deplantas y hongos especificos
del suelo. EI nombre se deriva del griego ‘mycasé gignifica hongo y ‘rhyza’ que
significa raiz. Se pueden distinguir tres categobasicas segun la estructura de la
micorriza formadaEctomicorrizas cuya superficie de las raices de la planta estita
por un manto fangico (manto externofEndomicorrizas, presentan colonizacion
intracelular del hongo, se subdividen en Ericoidésquidoides y Arbusculares.
Finalmente Ectendomicorrizas poseen caracteristicas intermedias entre las
Ectomicorrizas y Endomicorrizas subdividiéndosédsutoides y Monotropoides (Smith
& Read, 1997).

Dentro de esta investigacion uno de los microosyaas, objetivo de estudio
seran las micorrizas arbusculares aplicadas aleue tomate de arbol, que se describen

a continuacion.
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1.5.2 Hongos micorricicos arbusculares (HMA)

Entre los diferentes tipos de micorrizas, la arblases la de mayor propagacion
en el reino vegetal, constituye el tipo mas coménadociacién simbidtica mutualista
entre las raices de las plantas vasculares y hoagpscificos del suelo, Phylum
Glomeromycota. Esta simbiosis se manifiesta apradamente en el 90% de todas las

especies vegetales terrestres (Brundrett, 2002).

La micorriza arbuscular esta formada por los sige®& componentes: micelio
intracelular (en las raices de las plantas quencad y micelio externo (en el suelo). El
micelio intracelular esta formado por estructunasgfcas como los arbusculos, que se
ramifican dicotomicamente fuera del citoplasma legelyy sirven como 6érganos de
transferencia de nutrientes entre la célula veggtal huésped. También forman
estructuras vesiculares, que son ensanchamienté@sdafas en donde se almacenan
lipidos y grasas dentro de las células de lasgaklemicelio extrarradical esta formado
por una red de hifas que se extienden a travésudéd, son generalmente aseptadas (es
decir que no contienen septos) y multinucleadagmad se encuentran esporas

individuales o agrupadas formando esporocarpostiiStnRead, 1997).

1.5.2.1 Desarrollo y colonizaciéon

La colonizacién del hongo micorricico arbusculaidanaiz de la planta huésped
puede darse mediante tres fuentes de inoculacidporas, fragmentos de raices
infectadas y micelio externo. Este proceso puedgamcon el desarrollo de hifas de

alguna de las fuentes de inoculacion mencionadasi@mente (Smith & Read, 1997).

El desarrollo de la micorriza arbuscular constadde fases: presimbiotica y

simbidtica, como se indica en la figura adjunta.
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Figura 1.1 Fases de desarrollo de la micorriza arbusculaertido de Parniske, 2008.

v' Fase presimbiotica

Una vez que el HMA ha encontrado una raiz susdeptitser colonizada, es
estimulado mediante moléculas de sefializacion emnizésfera, que pueden ser
fitohormonas como estrigolactonas (exudados rashgglara su continuo crecimiento y
ramificacion hifal. Las moléculas de sefial fungic@ inducen respuestas especificas de
simbiosis en las raices de las plantas, se denanifaetores Myc” de los HMA, cuya
produccién es estimulada por las estrigolactonasg@e no se conoce todavia como

funciona este mecanismo claramente (Parniske, 2008)

v" Fase simbidtica

Posterior a la fase presimbidtica, las hifas formapresorios adyacentes a las
paredes de las células epidérmicas de la raizsiPparte, y luego de que el apresorio
toma contacto con la superficie radical, las célda la planta producen una estructura

subcelular conocida como aparato de pre-penetra@®®A) el cual forma un tunel
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transcelular que permite el ingreso de las hifdshdago hacia el cortex, donde se

ramifican y forman estructuras denominadas arbascujue tienen un tiempo de vida

corto aproximadamente de 8.5 dias en las célulesped. En este proceso, el hongo no
penetra el citoplasma de la célula, debido a quendanbrana plasméatica desarrolla
invaginaciones que rodean al arbusculo, formandméanbrana periarbuscular. Esta
estructura incrementa el area de contacto entrboego y las células corticales

permitiendo el intercambio de nutrientes y sefialdse la planta y las micorrizas. En el

mismo proceso puede producirse un abultamientdedtas hifas originando células de

reserva de fosfolipidos, conocidas como vesicules@do se forman en el interior o

células auxiliares si estan presentes en el ektddaolas células radicales (Rivera, R.,
2003; Parniske, 2008).

Por su parte los HMA suplementaran a la plantaagiea y nutrientes y la
especie vegetal le proveera de carbohidratos, axpintaproximadamente el 20% de los
productos fotosintéticos para los simbiontes. Eldwocrecera lateralmente a lo largo de
la raiz, formando el micelio intracelular y exteadical, que se extenderd en el suelo
creando nuevos puntos de entrada para colonizada totalidad y alcanzar otras raices a

través de puentes hifales. (Parniske, 2008).

1.5.2.2 Mecanismos de acciéon de los HMA

v" Absorcion de nutrientes

Cuando se ha establecido la simbiosis micorricidaeeel hongo y la planta
huésped, la extension de las hifas extrarradicaéesa micorriza a través del suelo,
aumentan el volumen y area de absorcion, lo quaiteer la especie vegetal alcanzar
zonas ricas en nutrientes, que en muchos casost&o fdcilmente disponibles. Un caso

particular es el fosforo (P) que constituye un mahdimitante debido a su baja
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solubilidad en estado natural. En ese sentido eAHk&ce hacia zonas de agotamiento
de P inorganico y lo toma en forma de iones orfatos (PQ") presentes en el suelo, que
son transportados a través de las hifas en fornmlifesfatos, y se hidrolizan mediante
ciertas fosfatasas alcalinas liberandose haciaifa(Aguilera L. et al., 2008; Garcia, S.
2006).

Otro nutriente esencial que puede incorporarses lentas con ayuda de los
HMA es el nitrogeno (N), ya que a través del maaktrarradical absorbe del suelo
iones de amonio (NH3 o nitrato (NO3. EI HMA también es capaz de transferir
micronutrientes a la especie vegetal tales como @m) y cobre (Cu) mediante su
capacidad tamponadora sobre los metales pesadaspéemta huésped. Este efecto, se
revela en un aumento de suministro de micronutgeatla planta cuando crece en suelos

deficientes de estos (Garcia, S., 2006).

v' Resistencia al estrés hidrico y a la salinidad

Los HMA incrementan la tolerancia de la planta teea factores ambientales
extremos, en condiciones de estrés hidrico evitaeduia mediante una mayor absorcion
de agua por medio del micelio extrarradical, auarad el intercambio gaseoso y la tasa
fotosintética, ya que realizan un ajuste osmotigmoducen cambios en la elasticidad de
la pared celular (Quilambo, O., 2003).

v’ Proteccion frente a patégenos

Entre los diferentes mecanismos para la protecd@énlas plantas frente a
patogenos radicales esta el mejoramiento del estaddcional de las plantas
micorrizadas, que a la vez las hace mas resistahtgaque de fitopatégenos. Los tejidos

de las raices son mas lignificados y de mayor tamedracteristicas que impiden la
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invasién de microorganismos. Los hongos puederncindi activacion de resistencia en
las plantas mediante la sintesis y acumulaciorodguestos fenolicos que son liberados

con mayor rapidez al momento de la agresion miar@b{Kothamasi, D., et al., 2001).

1.5.3 Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (BPR)

Kloepper en 1994, define a las Rizobacterias Prorast del Crecimiento
Vegetal PGPR (plant growth-promoting rhyzobactegia)base a tres caracteristicas: “1)
capacidad para colonizar la raiz, 2) sobreviviryjtiplicarse en microhabitats asociados
a la superficie radical en competencia con la rbiota nativa, al menos con tiempo para
expresar su actividad promotora de crecimiento yp@eer capacidad para promover

dicho desarrollo” (Jaizme y Rodriguez, 2008).

Estos microorganismos del suelo son capaces degradectos beneficiosos en
estadios tempranos de las especies vegetales,amdjoel desarrollo de la biomasa de
las raices y brotes de la plantas, aumentandoriairggcion de plantulas, vigor, altura,
contenido de nutrientes, presencia de clorofilelesando el tiempo de floracion y
brindando proteccion frente a fitopatdgenos radkaEntre los géneros bacterianos que
han sido descritos como PGPR se encuermssudomonas, Azospirillum, Azotobacter,
Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobac¢t&urkholderia, Bacillus y Serratia
(Saharan, B.S. & Nehra, V., 2011).

1.5.4 Pseudomonas sp.

Estas bacterias pertenecen al Filo: Proteobactelése: Gammaproteobacteria,

Orden: Pseudomonadales, Familia: Pseudomonadacegaéngro PseudomonasSus
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especies pueden dividirse en dos grandes grupaseficentes y no fluorescentes. Dentro
de la primera clasificacion podemos encontraiP.afluorescens, P. flavences, P.
aeruginosa, P. chlororaphis, P. putida, P. lundemisimonteilii, P. rhodeciae,P. veronni,
P. syringae y P. cichorri(Palleroni, N. J. 2005; Goldman, E. & Green, L.2D08). En
este trabajo se estudiara el efecto de la rizobad®seudomonas fluorescessbre el

cultivo de tomate de arbol, que se detalla a coation.

1.5.5 Pseudomonas fluorescens

Dentro de los microorganismos rizosféricos promextatel crecimiento vegetal
se encuentraseudomonas fluorescegse son bacilos rectos o ligeramente curvados,
Gram negativos, cuyas dimensiones estan entre.0.%5-1.5-5um, presentan movilidad
gracias a que poseen varios flagelos polares, gdupen esporas, tienen un metabolismo
energético estrictamente aerobio y una nutricidimmuganotrofa que no requiere
factores de crecimiento. Sintetizan granulos dehjvbxialkanoatos que sirven de
reserva de material celular. Producen pioverdin®, € un pigmento soluble en agua,
presenta fluorescencia bajo luz ultravioleta, sadpccion es estimulada cuando el hierro

es limitante en el medio, lo que ayuda a sintesidgroforos (Palleroni, N. J., 2005).

Las condiciones para su crecimiento 6ptimo sontem@eratura entre 25 y 30°C
y pH neutro. Su habitat generalmente es el suetmua, sin embargo pueden estar
asociados con alimentos putrefactos (carnes cyrpdasado, leche y huevos) (Palleroni,
N. J., 2005).
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1.5.5.1 Colonizacion

Se sabe qué’seudomonas fluorescerse adapta facilmente al suelo para
sobrevivir y colonizar el sistema radicular de dentas. Este mecanismo inicia con el
movimiento flagelar, a mayor motilidad habra mejolonizacion y el grado de infeccion
depender& de la especie vegetal a la que se asdedas condiciones de crecimiento
(Bowers and Parkea, 1993). A la vez se presumdago®vilidad de los flagelos en la
rizosfera es influenciada por los exudados radsc@tmes, oxigeno libre, agua, enzimas,
aminoacidos, mucilago, compuestos fendlicos, eatres) esta interaccion conocida
como quimiotaxis permitird a las bacterias adheriasla superficie radical, formar
microcolonias o biofilms discontinuos entre loscagrde las células de la epidermis. Por
otra parte ciertas cepas tienen la capacidad denizalr endofiticamente, es decir
desplazarse entre los espacios intercelularessdeélalas epidérmicas y de la corteza
(Bais, H., et al., 2006; Couillerot, O. et al., 3D0

1.5.5.2 Mecanismos de accion deseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescess destacan por su alta frecuencia de aparicidia en

rizosfera de las plantas y entre sus mecanismasaién se encuentran:

v Induccién de resistencia sistémica (IRS)

Pueden inducir diferentes mecanismos en las plaotas:

- Induccién de genes de defensa en las plantas zattas.

- Acumulacion de proteinas relacionadas a la pateigieR-1, PR-2, PR-3)
y compuestos fendlicos que contiene grupos o-hydrox

- Produccion de fitoalexinas.

- Incremento de la actividad peroxidasa, lisozimaijld&anina ammonio liasa

(PAL) y &cido salicilico.
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- La presencia de lipopolisacaridos en las pareddasdeélulas bacterianas
gue actuan como elicitores e inducen la resisterfidate a ciertas
enfermedades (Vidhyasekaran, P., 2004).

v Produccién de reguladores de crecimiento vegetal

P. fluorescendiene la capacidad de sintetizar o cambiar la eotnacion de
ciertas sustancias promotoras del crecimiento akg&tles como acido indolacético
(AlA), acido giberélico, citoquininas y etileno qumieden facilitar la absorcion de

nutrientes presentes en la solucion del suelo fféskkaran, P., 2004).

v' Control biol6gico

La promocion indirecta del crecimiento de las @andcurre cuando las PGPR
previenen efectos nocivos de uno o mas microorgarssfitopatbgenos. Este proceso
puede darse por antibiosis, en base a la produaté@mmetabolitos de naturaleza
antibiética como pioluteorina, pirrolnitrina, 2,4adetil-floroglucinol, &cido fenazina-
carboxilico y acido antranilico que son efectivostta patégenos del suelo. Ademas la
produccion de acido cianhidrico muestra una imptetaactividad de biocontrol
(Vidhyasekaran, P., 2004).

Las Pseudomona®n condiciones limitadas de hierro en el mediendan la
capacidad de producir sideréforos (pigmentos eeludgres) que secuestran al metal
formando un complejo que se adhiere a la membréasanatica mediante receptores
proteicos especificos. Posteriormente atravesarAmiama por un sistema de
transportadores activos, y cuando se encuentrel ertoplasma bacteriano mediante

hidrolisis el Fé'sera liberado e incorporado en su metabolismo, andsd restringido
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para el crecimiento de microorganismos patdégenodaenzosfera que no posean

mecanismos efectivos para la adquisicion de higteonandez, Annia., et al., 2006).

v Capacidad de solubilizar fésforo

El P constituye el segundo elemento esencial parglantas, sin embargo éste
es limitante ya que en la mayoria de los suelatoécse encuentra formando complejos
insolubles como fosfato de aluminio, hierro 0 mareg® y en los suelos basicos como
fosfato de magnesio y calcio (Paredes-Mendoza, Espinosa-Victoria, D., 2010). De
aqui la importancia de ld&seudomonaporque son capaces de solubilizar tanto fosfato
organico como inorganico, siendo estos mineraliggw enzimas fosfatasas y accion de
acidos organicos sintetizados en la solucion debsiEl mecanismo de solubilizacién de
fosfatos porPseudomonas fluorescers la produccion de &cidos organicos como el
acido acético, oxalico y succinico que al tenerga@anegativa forman complejos
metalicos, liberando los aniones fosfatos en dbsgee seran facilmente absorbidos por

las raices de las plantas (Paredes-Mendoza, Mpin@sa-Victoria, D., 2010).

1.5.6 Bacterias que ayudan a la micorrizacion (MHB)

Entre los habitantes microscopicos del suelo, losighs formadores de
micorrizas arbusculares (HMA) junto con las baeterifijadoras de nitrégeno y
rhizobacterias promotoras de crecimiento vegesahinelos microorganismos rizosféricos
claves para garantizar la sostenibilidad del siatesuelo-planta. De las evidencias
encontradas sobre las bacterias que ayudan a larimécion MHB (mycorrhization
helper bacteria) se ha descrito que alrededo8@l de laseudomonafiuorescentes,
juegan un efecto positivo significativo en el elgaimiento de las micorrizas, mientras
gue el 20% tienen un efecto neutral o inhibitoGaibaye J, 2007).
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1.5.6.1 Posible mecanismo que utiliz&. fluorescens como MHB

Las Pseudomonasp., podrian degradar las paredes celulares ynknil&a
media entre las células de la corteza de la raiduygiendo enzimas especificas (como
endoglucanasa, celobiosa hidrolasa, peptato liagkryasa) que faciliten la penetracion
del hongo micorricico arbuscular para establecesidaiosis, Figura 1.2 (Garbaye J,
2007).

Se ha descrito que ciert&seudomonagdluorescentes tienen la capacidad de
promover la germinacion de las esporas, el creaitmialel tubo germinativo y la
ramificacion de los HMA. En este proceso se produtemodificacion de la arquitectura
y fisiologia de las raices bajo la influencia de wgnan cantidad de exudados radicales
gue intensifican consecuentemente la diversidactiyidad de la flora bacteriana dentro

de la micorrizosfera (Varma, A., 2008).

Micorriza arbuscular

"
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Oy g ettty ey ey

O
)

Pseudomonassp. (endofiticas)
w= Pseudomonassp. (rizosfera)

Figura 1.2 Interaccién entre HMA, bacteriaBBgeudomonasp.) y raices
de las plantas. Modificado de Bonfante, P. & Anca2D09.
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1.6 Sistema de hipotesis

Las interacciones entre los hongos micorricicosismblares y las rizobacterias
Pseudomonas fluorescenmgjoran la nutricion (absorcion de macro y miceagntos) y
desarrollo de las plantas de tomate de arbol (tap@@cimiento foliar, biomasa aérea y

radical).
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

La presente investigacion se realiz6 con la cowdon de la Directora y
Codirectora asignadas para dirigir la tesis, Drari® Emilia Medina y B.Sc. Karina
Ponce, respectivamente. Ademas por el personaladeatrera de Ingenieria en

Biotecnologia.

La tesis fue financiada por el Vicerrectorado deesitigacion y Vinculacion con
la Colectividad de la Escuela Politécnica del Ejérca través del Programa de

Investigacion Cientifica Proyectos 2010, con prgar@011.

2.2 Zona de estudio

Los ensayos se realizaron en el Laboratorio de ddiotogia del Suelo del
Centro de Investigaciones Cientificas (CEINCI) deEkcuela Superior Politécnica del
Ejército (ESPE) localizado en el Valle de los Gfiltle Sangolqui a una latitud: S 0° 20'/
S 0° 10'y Longitud: W 78° 30"/ W 78° 15" a 2288nm (IGM).

Los muestreos se realizaron en suelos de cultiea®mate de arbolSplanum

betaceumen diferentes zonas del pais, que se detalléanBabla 2.1.
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Tabla 2.1 Informacién geografica y caracteristicas de lagfiera de los cultivos muestreados

para el aislamiento e identificacion de los micgamismos rizosféricos: HMAR. fluorescens

RIZOSFERA
EDAD
, COORDENADAS ) T
PROVINCIA | CANTON SECTOR . DEL Tipo de %
GEOGRAFICAS prom. | pH
CULTIVO abono ) Humedad
0
Organico:
Este = 767440 rganico
Cot i Salced P I 10 estiércol de 18 7.0 17.4
otopaxi alcedo anzaleo _ meses . .
P Norte = 9881936 ganado
Cota = 2683m vacuno
Organico:
Este = 768121 estiércol de
Cotopaxi San Jorge CunchibambaNorte = 9874871 7 meses ganado 17 | 7.6 35.8
vacuno,
Cota=2674m ovinoy cuy
Este = 765283 Organico;
T h Ambat El Rosal 12 estiércol de 172 | 7.2 258
ungurahua mbato osa — meses . . .
9 Norte = 9863612 ganado
Cota = 2500m vacuno
Este = 802393 .
. El Quimico-
Pichincha ] Cusubamba| Norte =9995184| 18 meses . 145 | 55 22.7
Quinche organico
Cota = 2600m
Este = 764731 ]
Quimico-
Tungurahua| ViaPillaro San Jorge | Norte = 9863965| 18 meses o 16.7 | 6.7 28.7
organico
Cota = 2525m

2.3 Periodo de tiempo de investigacion

La investigacion se realiz6 en un periodo de d#womeses, iniciandose el

trabajo en el mes de julio del 2010 y finalizandesel mes de diciembre del 2011.
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2.4 Disefo

En el presente trabajo de investigacion se estiable Disefio Completamente al
Azar con arreglo factorial de 2x7, cuyos factoreva@uar fueron:

. Factor 1: dosis de inGculo de micorrizas, en dusles:
MO: Control Og de indculo (0 esporas de HMA)
M1: 180g de inoculo (655 esporas de HMA)

. Factor 2: dosis de in6culo @seudomonas fluorescem tres niveles:
BO: Control sin inéculo bacteriano (0 UFC/mI)

B1.1: Cepa 1 en una concentracién recomendada (128€ml)

B1.2: Cepa 1 en una concentracion alta (6.C°WET/ml)

B2.1: Cepa 2 en una concentracién recomendada (1*8fml)

B2.2: Cepa 2 en una concentracion alta (6.C°YET/ml)

B3.1: Cepa 3 en una concentraciéon recomendada (1°8f@ml)

B3.2: Cepa 3 en una concentracion alta (6.0°WET/ml)

La interaccion entre cada uno de los factoreswdjarl a catorce tratamientos, con
diez repeticiones. La unidad experimental estuvssiitnida por una planta de tomate de

arbol y en total, el disefio experimental se realmd 140 plantas (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2 Tratamientos aplicados en las plantulas de todatebol Solanum betaceum

No. TRATAMIENTOS

1 0 esporade HMA x 0 UFC/ml de¢P. fluorescen

2 0 esporade HMA x1.5x1° UFC/mI de leCepa 1 deP. fluorescen
3 0 esporas de HM x 6.0 x1CUFC/ml de leCepa 1 deP. fluorescen
4 0 esporas de HM:x 1.5x1° UFC/mI de la Cepa 2 (P. fluorescen
5 0 esporas de HMx 6.0 xICUFC/ml de la Cepa 2 cP. fluorescen
6 0 esporas de HMA x 1.5x> UFC/ml de la Cepa 3 cP. fluorescen
7 0 esporas de HM.x 6.0 x1CUFC/mI de la Cepa 3 cP. fluorescen
8 655 esporas (HMA x 0 UFC/mI deP. fluorescen

9 655 esporas de HV x 1.5x1C UFC/ml de la Cepa 1 cP. fluorescen
1C 655 esporas de HMx 6.0 x1CUFC/ml de la Cepa 1 cP. fluorescen
11 655 esporas de HMx 1.5x1C° UFC/ml de la Cepa 2 cP. fluorescen
12 655 esporas de HV x 6.0 x1C®UFC/ml de la Cepa 2 cP. fluorescen
13 655 esporas de HV x 1.5x1CUFC/ml de la Cepa 3 (P .fluorescen
14 655 esporas de HMx 6.0 xICUFC/ml de la Cep3 deP. fluorescen

Las variables evaluadas en las plantas fuerontaaltliametro del tallo, area
foliar, biomasa aérea y radical, absorcion fdi@macro y microelementos. Se evalué el
contenido de nutrientes del sustrato utilizado edo$ los tratamientos del disefio

experimental.

2.5 Procedimientos

2.5.1 Seleccion y recoleccion de muestras de rizésfera

Se seleccionaron cultivos semiorganicos de tomat&rtbl Solanum betaceum
en diferentes zonas del pais, tanto para el aistamde HMA como parBseudomonas

fluorescens.
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El muestreo se read en forma de zig-zagrededor de s raices de la planta, a
una profundidad de 15 «©0cm. Posteriormente se procedidecoger 500de suelo con
raices adheridas en diez fos del terrendas cuales fueron agrupadas en cinco mue
(cada muestra contenia dos puntos del terrenojuguien homogenizadas y procesa

enel laboratorio de Microbiologia de Suelos, CEI-ESPE.

Figura 2.1.Recoleccién de muestras de suelo del cultivo datere arbolSolanum
betaceuen diferentes zonas del pais.

2.5.2 Procesamiento de muestras parel aislamiento e identificacion de HM/

Para éprocesamiento de las muestras se utiliztécnica de tamizado hiimedt
decantacion propuesta por Gerdeme Nicholson, 1963, modificada por Herreet al,
2004.

Inicialmentelas muestras de suelo recolectado se dejaron skanbiente
posteriormente spesaron100g de cada una y se colocaronuentamiz(con poros de
2mm). Eltamizado se coloco en un vaso de precipitaciéruoarsolucion de peréxido
hidrégeno al 1%, durante una hora, para ser degadpequimicamente. A continuan,
se hizo pasar padres tamices ubicados en orden dedente, con poros de 500u

150pum y 45um de didmetro respectivame
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Se generaron 3 fracciones, una de cada tamiz gjsag® el suelo para eliminar
el peroxido. La primera fraccion (A) >500um se sew@diante una bomba de vacio.
Posteriormente se realizé una desagregacion fisida segunda fraccion (B) >150um en
licuadora a revolucion alta durante 30 segund@smgdzcla se coloco atravesando los dos
tamices restantes. Se desagregd la tercera fra¢€ipr> 45um en la licuadora a
revolucion media durante 1 minuto y la mezcla deabatravesando el dltimo tamiz.

Finalmente la segunda y tercera fraccion se secaealiante una bomba de vacio.

2.5.3 Conteo de esporas de HMA

Se tomd una alicuota del 5% del peso de la fradCigmotra correspondiente al
10% del peso de la fraccion B, las cuales fuerorsexwadas en refrigeracion luego del
procesamiento del suelo, anteriormente explicadtasEalicuotas se colocaron en tubos
Falcon de 50ml, se centrifugaron en un gradienteraticial de sacarosa al 45% a
2500rpm durante 5 minutos, el sobrenadante fueztatniy se recogio la muestra en
cajas Petri cuadriculadas para realizar el contedad esporas en el estereoscopio
(OLYMPUS).

Finalmente se calculd el numero total de esporas Ya0g de suelo,
multiplicando el nimero de esporas encontradasa &adcion B por un factor 10 mas el

numero de esporas de la fraccion C por un fact@0de

2.5.4 Porcentaje de colonizacion de HMA

Para determinar la capacidad infectiva de los ilnécde HMA, se realizo la
tincion de raices de las muestras de tomate dé¢ delecuerdo a la técnica estandarizada

por Phillips & Hayman, 1970.
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Las raices almacenadas en fundas de papel krafivaeon y cortaron en
pedazos de aproximadamente 1cm de largo y se coloea los cassetes de tincion. Se
precalenté agua en un vaso de precipitacién hastaattanzd 90°C y se colocaron los
cassetes con raices sumergidas en una solucio@Heak10% a manera de bafio maria,
durante 20 minutos. Trascurrido este tiempo seimdinta solucion basica y se afadio
perdxido de hidrégeno al 2%, dejandolo a exposi@éncalor por un periodo de 10
minutos, posteriormente se lavaron las raices. d.usg colocaron las raices en una
solucion de HCI al 1% durante 15 minutos, sin eaalun lavado de raices, se elimin¢ el
acido, se afadio azul de tripano al 0.05% en lglaterol y se sometio al calor durante 30
minutos. Finalizado el tiempo de tincion se dejdemraices en lactoglicerol 1:1 durante

24 horas para retirar el exceso de colorante.

Una vez tefiidas las raices, se colocaron los sdgmem portaobjetos, se
cubrieron y analizaron en microscopio (OLYMPUS) d@®X de aumento. Se evalué la
presencia de estructuras micorricicas (hifas, atas, vesiculas) en cada campo

observado y luego se estimé el porcentaje de caoitin mediante la siguiente ecuacion:

%colonizacbn =

NSC x100
SC

Donde:
NSC = Numero de segmentos colonizados

NTSO = Numero total de segmentos observados

2.5.5 Propagacion de esporas de HMA

Se seleccioné el sitio de muestreo con mayor nuchemsporas, para la posterior
multiplicacién del in6culo de HMA en plantas de a&gAvena sativacomo cultivos
trampa, para lo cual se mezclaron 40% del sueidHddA, 20% tierra negra estéril, 20%

arena estéril y acidificada y 20% de turba. Estastratos fueron distribuidos en 42
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macetas con 2g de semillas previamente desinfec&ml@ada una. Los cultivos fueron

mantenidos durante tres meses para su propagacion.

Figura 2.2 Mantenimiento de los cultivos trampa de avena [gapsopagacion de

esporas de HMA.

2.5.6 Procesamiento de muestras para el aislamiento e mdicacion de

Pseudomonas fluorescens

Se estandarizé la técnica para aislar e identifigarrizobacterias en estudio.
Inicialmente las muestras recolectadas atravesamotamiz de 2mm de poro, a fin de
separar las raices adheridas de la rizosfera.aieai®n dos procesamientos: el primero
de raices y el segundo de la rizosfera del culdieaomate de arbol. Para el primer
procesamiento, se realiz6 un lavado superficialaderaices con agua destilada estéril,
posteriormente se pesaron 10g y se colocaron drasco con 90ml de agua peptona al
0.1% estéril. Para el segundo procesamiento seqed0g de rizosfera y se colocaron
en un frasco con 90ml de agua peptona al 0.1%ilestdébas muestras se colocaron en

agitacion mecénica entre 15-20min.
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A continuacién, con ayuda de una pipeta automaficpuntas estériles se
realizaron diluciones seriadas hasta obtener unaidth de 1¢. De cada una de las
diluciones se tomaron 1@0de in6culo para sembrarlo por duplicado en sugerfon un
asa de digralski sobre cajas Petri que conteniamesglio de cultivo Pseudomonas
Isolation Agar (Difco). Y se incubaron a 28°C dusa@4h.

2.5.7 Calculo de las densidades poblacionales &seudomonas sp. en las zonas

muestreadas

A las 24 horas de incubacion, se procedié a caitaimero de colonias por
caja para obtener una referencia de la densiddd@obal de posibleBseudomonasp.
(UFC/g) tanto del procesamiento de raices comaoadizbsfera. Para ello se aplico la
formula de Frioni, 2006:

UFC _ UFC 100+H%
LT h=

gss  gsf 100

Donde:

UFC = unidades formadoras de colonias
gss = gramos de suelo seco

gsf = gramos de suelo freso

h = factor de correccion de humedad

H% = Porcentaje de humedad

2.5.8 Aislamiento e identificacién dePseudomonas fluorescens

Se aislaron colonias de posiblBseudomonasp desde el medio de cultivo
Pseudomonas Isolation Agar (Difco) y se inoculapon duplicado en cajas Petri con
medio Agar Pseudomonas F (Himedia). Se observdaareada duplicado de los cultivos
bacterianos bajo una lampara de luz UV (254nm) ysaeccionaron aquellas que
presentaron fluorescencia. El otro duplicado sefipoiren agar TSA (Trypticase Soy

Agar) a fin de realizar la tincion Gram y una settie pruebas bioquimicas segun el
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Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey 200para identificar posibles

ejemplares de la especie en estiRliluorescens:

Prueba para confirmar la no fermentacion de azacare

Agar-hierro-triple azucar (TSI): Medio universalmente empleado para la
seleccionar enterobacterias de aquellas bactetiasnqQ lo son (entre estos
géneros se encuentrarPseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium,
Aeromonasetc.). Esta seleccion se realiza en base ar@efeacion de glucosa,

lactosa, sacarosa y produccion de acido sulfhidhtze Faddin, J, 2003).

Pruebas positivas para la especie

Oxidasa: Es una enzima que cataliza una reaccion de oredaccion empleando
oxigeno molecular (§ como aceptor de electrones, en este procesoida ek
citocromo C, que a la vez es reducido por g£lg@e produce agua o peroxido de
hidrégeno en la parte final de la cadena de tratspde electrones, segun la
especie bacteriana. Se presentan en los organiserabios Pseudomonas,

Neisseria, Moraxella, Vibrio, Aeromonamntre otros) (Mac Faddin, J, 2003).

Catalasa: La produccion de esta enzima va ligada a la ozidga que ésta
degrada el peroxido de hidrégeno, que es el prodfinoal oxidativo de la
degradacién aerobia de los azlcares. Se presenta erayoria de bacterias

aerobias y anaerobias facultativas que contiertearomo (Mac Faddin, J, 2003).

Licuefaccion de la gelatina:Esta prueba determina la capacidad de hidrol&ar |
gelatina a péptidos y aminoacidos, mediante ladaate gelatinasas (Mac Faddin,
J, 2003).
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Crecimiento a 4°C: Se utiliza para demostrar que Rseudomonas fluorescens
poseen un rango de temperatura extremo para sm@sto, entre 4 y 41°C, por

lo tanto hay multiplicacién bacteriana en este oamgnque con dificultad.

Asimilacion del sustrato L-Arginina: La utilizacion de este compuesto se da por
la accion de arginina dehidrolasa que produceHgia y amoniaco. La citrulina
es descompuesta a continuacion en ornitina, y éstssu vez por una
decarboxilasa, convertida en putresceina y.E3te sistema catabodlico se da en
las Pseudomonafiuorescentes, pero es inhibido bajo condicioresl@as (Mac
Faddin, J, 2003).

Pruebas negativas para la especie

Crecimiento a 42°C: Se utiliza esta prueba para demostrar Bjdieiorescenso
posee la capacidad de crecer a dicha temperateibbédada que esta fuera del
rango para su desarrollo (4-41°C).

Asimilacion del sustrato Acetamida:Se utiliza para diferenciar bacterias Gram
negativas no fermentativas, en espePialeruginosague tienen la capacidad de
desaminar la acetamida que produce amoniaco, aaneéntH cambiando el
medio de cultivo de color amarillo naranja a rojaceo (Forbes B., et. al, 2004)

Prueba de reaccion variable para la especie

Reduccion de nitratos: Mediante esta prueba se detecta una respiracion
anaerobia: la que utiliza nitrato como aceptorlfate electrones. Los nitratos se
reducen a nitritos y algunas bacterias reducenitos a productos gaseosos, (N

y N.O). Las enzimas responsables de ambas reducciergensminan nitrato y

nitrito reductasa, respectivamente (Mac Faddifn03).
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Adicionalmente se utilizé un kit de pruebas APINBD (BIOMERIEUX), que es
un sistema de identificacion de bacilos Gram negati(no enterobacterias) que
contienen 20 microtubos con sustratos deshidrafg@ra confirmar las rizobacterias en
estudio.

2.5.9 Seleccion de tres cepas d&seudomonas fluorescens para su aplicacion en el

ensayo

De los aislados identificados comseudomonas fluorescerse seleccionaron
tres cepas segun su capacidad de solubilizar ¢osfatrganico (fosfato tricalcico),

mediante una prueba cualitativa segun el protogelarvind G. et al.,2007.

Con ayuda de un palillo de dientes estéril se tamed colonia del medio TSA
(Becton, Dickinson & Co.) y se realizé una punciém el centro de la caja Petri que
contenia el medio de cultivo Agar Pikovskaya (Difgse realizaron tres repeticiones por
cada cepa bacteriana. Posteriormente se incuba28fCadurante siete dias, se tomaron
los datos del didmetro de la colonia y la zonal@ddd al tercero, quinto y séptimo dia
para determinar el indice de solubilizacion dedapo cual se aplico la formula de Edi-
Premoncet al, 1996, que se describe a continuacion:

+
Donde: 5= DCD—cDh
Dc: didmetro de la colonia
Dh: diametro de la zona del halo
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2.5.10 Preparacion y esterilizacion del sustrato

Para la preparacion de los sustratos se calcufibrelentaje que tendrian las
macetas (peso final 600g c/u) para los tratamiethb&nsayo, quedando definidos de la
siguiente forma:

. Sustrato con indculo de micorrizas: 10% de tiemgra, 20% de turba,

40% de pomina y 30% de indculo de HMA.

. Sustrato sin inéculo de micorrizas: 40% de tieegra, 40% de pomina y
20% de turba.

En un autoclave (All america) se esterilizd porasado la tierra negra y pomina
en saquillos de tela a 121°C y 15 Ib de presidardar2 horas, posteriormente se secaron
en una estufa (Ecuatherm) a 90°C. Se utilizo tlHB®O-MIX “PGX” (esterilizado de
fabrica). Una vez que los sustratos estuvieron ssese realizaron las mezclas

correspondientes en proporcion peso: peso.

2.5.11 Desarrollo del inéculo bacteriano

Para desarrollar el in6culo se sembraron las basten caldo Infusién Cerebro
Corazon (Himedia) a partir de cultivos puros y seubaron a 28°C con agitacion
mecénica por 24h. Transcurrido este tiempo se mepalas siguientes dosis: 1.5830
6.0x1FUFC/ml de las tres cepas en estudio. Para cads ssiolocaron 2ml y 4ml de la
suspension bacteriana respectivamente, disolviénelo220ml de solucién salina 0.85%
cada una. Posteriormente se midieron en el espatéineetro (JENWAY) a una longitud
de onda de 546nm y las absorbancias resultantasrgeararon con la escala Mc Farland

respectivamente. Para ambas dosis se ajustaromoldmenes a fin de obtener una
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densidad 6ptica igual en todos los tratamientodrsetjdisefio experimental establecido.

En cada planta de tomate de arbol se inoculé wmeh de 20ml del preparado.

2.5.12 Aplicacion de in6culos de HMA yPseudomonas fluorescens en las plantulas

de tomate de arbol.

En primera instancia, se aplicé un in6culo con é§poras de HMA nativas en
180g de suelo en plantake tomate de arbol de 15 dias de edad, segun efiadis
experimental planteado para la presente investigadespués de 30 dias a partir de la
inoculacion, se realiz6 la aplicacion de 20ml déciro por planta, de las tres cepas de
Pseudomonas fluorescersgleccionadas previamente por su capacidad déilszdu
fosfato, en dos concentraciones: 1.5x16C/ml y 6.0x18UFC/ml.

2.5.13 Mantenimiento del ensayo

Las plantas se mantuvieron durante cuatro memesuna estanteria de
policarbonato de tres niveles con puertas corredieamalla plastica. Durante el primer
mes se regd con una solucién nutritiva de Hewptitoxamadamente 20ml en cada maceta
(Anexo A) y los siguientes meses se regaron cora atgstilada, de acuerdo a los

requerimientos de las plantas.

2.5.14 Evaluacion de las plantas al final del ensayo

Durante los cuatro meses de ensayo, mensualmentmidieron: altura,
perimetro y area foliar. Al finalizar el ensayoes@lué la biomasa aérea y radicular de las

plantas. Los pardmetros mencionados se describemtiauacion:
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v Altura: se midi6 desde la base del tallo hastaudbrde la hoja nueva.
v Perimetro del tallo: se midi6 el contorno del tallo
v Area foliar: se midio utilizando una malla de put® 1cm x 1cm.

v/ Biomasa aérea: se pes6 en una balanza electr@izaig) la parte aérea de la

planta (desde la base del tallo hasta el apice).
v' Biomasa radical: se pes6 en una balanza electrtinfarte radicular de la planta.

v' Absorcion de macro y microelementos: el andlisiseglo y hojas se realiz6 en
los Laboratorios de Agrobiolab Cia Ltda.

Para la evaluacion del inéculo de HMA se realizdasrsiguientes estimaciones:

v" Numero de esporas de HMA en el sustrato de cadéapla

Se realiz6 el conteo de la poblacién de esporasid@ de cada tratamiento por

triplicado mediante la técnica descrita anteriorr@en

v Porcentaje de colonizacion de HMA
Para determinar la capacidad infectiva del inéodlmcado en las plantas de tomate de
arbol, se realizo6 la tincion de raices de acuertiotécnica estandarizada por Phillips &

Hayman, 1970, obteniendo tres ejemplares por tiatam

Para la evaluacion del in6culo @seudomonas fluorescens realizaron las siguientes

estimaciones:

v' Conteo de UFC por gramo de raices y suelo

Esta cuantificacion se realizé segun se descrile# procedimiento 2.5.6 y 2.5.7.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Propagacion de esporas de Hongos Micorricicos Arbaslares (HMA)

asociados al cultivo de tomate de arboSolanum betaceum)

A partir del muestreo realizado das Provinciasde Pichinch, Cotopaxi y
Tungurahualos resultados obtenidos de la poblacion de aspde HMA se muestran
la Figura 3.1Jos cuale presentan una baja poblacion de espai@sido a que se trata
suelos de uso agricoldonde el uso extensivo de plaguicidaslegeriorado la calidad d
suelo disminuyendo drasticamente la poblacion microbiadéive. Para preparar el
in6culo de micaizas se utilizo el sue proveniente de PanzaleCotopaxi) con mayor
namero de espord3 87 esporas, ya que los suelos déusubambaPichincha) y San
Jorge (Tungurahua)ontenian una menor poblacion dg49 y 0,35 sporas/g

respectivamente.

o
[ 0.87
3 1.00 -
(]
T
o 0.80 -
5 0.49
% 0.60 -
) 0.35
o
@ 0.40 -
o
& 0.20 -
(V]
()]
Zz’ 0.00
Panzaleo Cusubamba San Jorge
Zonas de muestreo

Figura 3.1.Densidad de esporas de HI por gramo de suelorgsente en las muesti

de tomate de arboBplanum betaceum
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El inéculo de Panzaleo se mezclé con el sustrato tiese el Capitulo 2 (ver
Materiales y Método seccién 2.5.5) utilizando como espsciegetale trampa, plantas
de avenaAvena sativ) para su propagacion durante tres mesessturrido este tiem
se analiz6 la poblacion micorricica dando comoltada un indculo cc 3,64 esporas/g
de suelo ycon un porcentaje de colonizacion 48%.En la Figura 3.2 se muesn las
raices de aven@nidas con azul de tripano, provenientes de lataa de propagacit

donde se observan escturas flngicas de los HMA.

Figura 3.2 Estructuras flingicas en raice! avena fvena sativaprocedentes de las mace

de propagacic, tefiidas con azul de triparm.espora. vesiculac. hifa

3.2 Densidad poblaciona de Pseudomonas sp.en las zonas muestread con

cultivos de tomate de arbo(Solanum betaceum)

Para realizar la identificacior el aislamiento de laszobacteriasPseudomonas
fluorescensse efectu6 un muestreo cinco zonas del paison cultivosde tomate de
arbol, las quepresentaroruna densidad bacteriana varialgietre 1¢ y 1CUFC/g de

raices y suelo sec¢figura 3.3y 3.).
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Figura 3.3Densidad bacteriana Pseudomonasp. por gramo de suelo (UFCuelo) en las

muestras de tomate de arbBblanum betaceum

5.00E+05 4.83E+05 4.89E+05

4.50E+05
4.00E+05
3.50E+05
3.00E+05
2.50E+05
2.00E+05
1.50E+05

1.00E+05
2.77E+04

5.00E+04
—u
0.00E+00

4.45E+05

2.40E+05

UFC/g de raices

Panzaleo Cunchibamba El Rosal Cusubamba San Jorge

Zonas de muestreo

Figura 3.4 Densidad bacteriana Pseudomonasp. por gramo de raices (UFCaices) en las
muestrade tomate de arboBplanum betaceum

La mayor densidad bacteriade Pseudomonasp. se encontren raices de las
zonas muestreadas @anzaleo, Cunchibambg) Rosal y Cusubam! en comparacion

con las poblacionesle bacterias aisladas de rizosfeBin embargo se obtuvier
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resultados contrarios en la zona de San Jorge i(Rravde Tungurahua) donde la
densidad bacteriana fue mayor en la rizésfera quiasraices del cultivo de tomate de
arbol (Figura 3.3 y 3.4).

3.3 Aislamiento e identificacién dePseudomonas fluorescens en cultivos de tomate

de arbol (Solanum betaceum)

Morfologia de P. fluorescens

Se observaron células bacterianas Gram negativasnyforma de bacilos
ligeramente curvados mediante la técnica de Tin€&dam, caracteristica del género

Pseudomonasp segun el Manual de Bacteriologia Sisteméatiddestgey (2005).

Se aislaron colonias con la siguiente morfologia:
a) Grandes, circulares, convexas, de color crema entraamucoso y halo amarillo
verdoso

b) Medianas, circulares, planas, translucidas y halar#élo verdoso, ver Tablas 3.1.

Identificacion bioquimica deP. fluorescens

Se obtuvieron veinte aislados de posibRseudomonadluorescentes por
Tincion Gram, morfologia de las colonias, y proddcael pigmento pioverdina, de las
cuales se seleccionaron ocho cepas identificada® €ofluorescengnediante pruebas
bioquimicas descritas en el Manual de Bacteriol@jsematica de Bergey 2005, ver
Tablas 3.1y 3.2.
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Tabla 3.1 Caracteristicas morfolégicas y produccién de pidive de las cepas defluorescens

aisladas de los cultivos de tomate de arBolgnum betaceum

CEPA Morfologia Morfologl’q de Pro.duccié_n
celular la colonia de pioverdina

Z2P6 Bacilos Gram - A +++
Z3P1 Bacilos Gram - A +++
Z4P1 Bacilos Gram - A ++
Z5P1 Bacilos Gram - B ++
Z5P5 Bacilos Gram - B +

Z5P6 Bacilos Gram - A +++
Z4P1R | Bacilos Gram - A ++
Z5P7R | Bacilos Gram - B +

* VVer morfologia descrita en seccion 3.3
(+++), (++) (+): Mayor, mediana y poca produccidi gigmento.

Tabla 3.2 Caracteristicas fenotipicas de las cepd®.dkiorescensisladas de los cultivos

de tomate de arboBplanum betaceunen las diferentes zonas de muestreo.

CEPA| TSI |OX | CAT |GEL grfcc aczf'c NIT |ADH ino’“g;tol Acetamida AF()O'/ofg;\'E
Z2P6 K/K + + + + - + + + - 99,9
Z3P1 | KIK| +| + + + - + |+ + ; 99,8
Z4P1 K/K + + + + - + + + - 98,9
Z5P1 | KIK| + + + + - - + + - 99,9
75P5 | KIK| + | + + + - + |+ + ; 99,9
75P6 | KIK| + | + + + - + o+ + ; 99,9
ZAPIR| KIK | + | + + + - -+ + - 99,9
Z5P7R| KIK | + | + + + - -+ + - 99,9

OXI: oxidasa, CAT: catalasa, GEL: licuefaccion @dagina, NIT: reduccion de nitratos, ADArginina dehidrolasa.
Fundamento de las pruebas ver Seccion 2.5.8.
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3.4 Seleccion de tres cepas d@seudomonas fluorescens para su aplicacion en el
ensayo

De los ocho aislados deseudomonas fluorescense seleccionaron tres cepas que

presentaron el mayor indice de solubilidad de fosfaorganico (IS) como se muestra en

la Tabla 3.3.

Tabla 3.3 Seleccion de las cepas®@efluorescensolubilizadoras de fosfato inorganico

en el medio Agar Pikovskaya.

CEPA P-fluorescens| IS (3er dia)| IS (5to dia)| IS (7mo dia)| Solubilizacién
Z5P6 4.8 a 6,6 a 6,97 a ++
Z5P5 45a 4,7 ab 6,5a ++
Z2P6 3,53 ab 3,77 bc 4,47 ab ++
Z5P7R 2,93 b 2,97 bc 3,33b +
Z4P1 29b 2,33¢C 24b +
Z3P1 26b 3,13 bc 3,2b +
Z5P1 2,3b 2,67 bc 3b +
ZAP1R 2,3b 2,8 bc 4,47 ab ++

Letras distintas indican diferencias significatiias0,05)

Las cepas seleccionadas: Z5P6, Z5P5 y Z2P6 presents mayores rangos de
significancia estadistica segun la prueba de Takdésfo como se puede observar en la
Figura 3.5 las que solubilizaron el fosfato en magmporcion formaron halos méas

grandes alrededor de las colonias.

Figura 3.5 Presencia de halos de solubilidad de fosfatoltiarade las cepas d&.fluorescens
aplicadas en las plantas de tomate de a8mhaum betaceuni7/mo dia de ensayo).
a. Cepa Z5P®. Cepa Z5P%. Cepa Z2P6.
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3.5 Evaluacion del desarrollo y nutricion de las planta de tomate de arbol

(Solanum betaceum) inoculadas con HMA yP.fluorescens

El ensayo se desarroll6 en un periodo de cuatr@snp@scialmente las plantas
de tomate de arbol fueron infectadas con 180g deulo (que contenia 655 esporas de
HMA) quedando una disolucion final de 1,09 esp@@sgramo de suelo en cada maceta.
Después de 30 dias se colocaron tres cepBs fisrescensZ2P6, Z5P5 y Z5P6 en dos
concentraciones 1.5x1§ 6.0x1GUFC/mI, segtn el disefio experimental descrito en la
seccion 2.4.

Tabla 3.4Efecto de la inoculacién simple y combinada deHb$A y las cepas de.fluorescens

en concentraciones de 1.5%84.0x16¢ UFC/ml sobre el desarrollo del tomate de arbol.

Tratamientos Altura Area fgliar Biomasa aérea Biomasa radical

(cm) (cm) fresca (@) fresca (g)
M1 B3.2 18,70 a 65,88 a 12,07 a 8,93 a
M1 B3.1 18,41 ab| 63,10a 11,42 a 8,75 a
M1 B2.2 17,83 abc| 56,90 a 11,00 a 8,52 a
M1 B2.1 17,14 abc| 64,30 a 10,99 a 8,26 a
M1 B1.2 16,30 abc| 61,26 a 10,92 ab 7,78 ab
M1 B1.1 15,46 ¢ 57,40 a 10,34 ab 7,36 ab
M1 BO 16,10 bc 60,22 a 11,12 a 8,59 a
MO_B3.2 10,22 de | 32,89 bc 6,71 c 4,20 cd
MO_B3.1 11,33d 40,89 b 8,42 bc 5,69 bc
MO_B2.2 9,54 de | 27,33 bc 6,14 c 430c
MO _B2.1 10,31 de | 28,67 bc 6,07 c 4,38 ¢
MO _B1.2 10,42 de| 25,56c 6,97 c 4,24 c
MO:B1.1 10,33 de | 28,67 bc 6,73 C 452 c
MO_BO 8,57 e 19,42 ¢ 3,32d 1,99d

MO= sin HMA, BO=sin bacteriagyl1= con 1.09 esporas/g

B1.1=P. fluoresceng2P6 en conc. 1.5x3WFC/mI,B1.2=P. fluorescenZ2P6 en conc. 6.0x{WFC/mI,
B2.1=P. fluoresceng€5P5 en conc. 1.5x¥WFC/mI,B2.2=P. fluorescenZ5P5 en conc. 6.0x$QWFC/m,
B3.1=P. fluorescen&5P6 en conc. 1.5xEWFC/mI,B3.2=P. fluorescens Z5Pén conc. 6.0xTOUFC/m.

Dentro de cada columna, letras idénticas son asigathente iguales segun el test de Tukey @©5).
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Los resultados de las variables de crecimientaragltperimetro, area foliar,
biomasa aérea y radical fueron analizados mediaN@VA, utilizando una prueba de
Tukey al 5% para la comparacion de los promeditss 420 dias del ensayo. De manera
general se observa que los tratamientos en combmate HMA y P.fluorescens
(concentraciones de: 1.5¥19 6.0x16UFC/ml) y aquellos inoculados solamente con
micorrizas presentan los mayores rangos de signifia, seguidos por los tratamientos
con inoculacion simple de rizobacterias que suparkas plantas control (plantas sanas).
(Tabla 3.4).
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Figura 3.6 Efecto de la aplicacion de las cepa®dtiorescensz2P6, Z5P5 y Z5P6 sobre el

desarrollo de las plantas de tomate de arbol 426dias de ensayo.
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En la Figura 3.6 se muestra el efecto de las difesecepas aplicadas en las
plantas, segun el anélisis ANOVA, donde la cepa6Z®Bstro la mejor respuesta en las
variables de crecimiento: altura, area foliar, bdsm aérea y radical en relacion a las
cepas: Z2P6 y Z5P5, las cuales superan en todosakis a las plantas control. Sin
embargo el comportamiento de las rizobacteriagrdifsobre el perimetro de las plantas,
debido a que los datos fueron tomados utilizandsistema de medicidn poco preciso.
Por lo tanto, existe un error considerable en idathde medida, que varia en todos los

tratamientos del ensayo (datos no mostrados).

Como se muestra en la Tabla 3.4, la cepa Z5P6adplien interaccion con los
HMA sugiere un posible sinergismo en todas lasabdes de desarrollo, los valores mas
altos se presentaron cuando las bacteRatuorescensfueron aplicadas en una
concentracién de 6.0x30FC/ml en comparacién con la dosis de 1.8kFC/ml. Por
estas razones, a continuacion se analizara ebeflectas variables de crecimiento en las
plantas con la aplicacion simple y combinada cotomizas y la cepa Z5P6 en la dosis

mas alta.

3.5.1 Altura

En la Tabla 3.4 se muestra que los tratamient@®einacion con micorrizas y
rizobacterias presentan las mayores medias pohkle® destacandose el tratamiento
M1 B3.2 que presenta la media muestral mayor emaa(fL8,70cm), siendo este Ultimo
estadisticamente significativo con respecto a tddgstratamientos con inoculacion

simple tanto de HMA, como d&fluoresceny de las plantas control.

En la Figura 3.7, se ilustra un grafico donde sesgmtan las plantas co-
inoculadas con HMA y la cepa Z5P6 mostrando la majtora en relacion a los otros

tratamientos, con diferencias significativas eroslbs casos.
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Figura 3.7 Efecto de la interaccion simple y combinada eloiseHMA vy la cepa
Z5P6 deP.fluorescensobre la altura de las plantas de tomate de arbol.

M1B3.2= Indculo combinado (M1: micorrizas y B3R:fluorescensZ5P6 en conc. 6.0xIWFC/ml).
M1BO0= Indculo simple (M1: micorrizas y BO: sin cepa baictea)
MOB3.2= Inéculo simple (MO: sin micorrizas y B3.2: Cepa B5%h conc. 6.0xT0UFC/m).

MOBO= Sin inéculo de microorganismos (plantas sanas).

3.5.2 Area foliar

En la Tabla 3.4 se observa que los tratamientogH4ddA en interaccidén con las
cepas de.fluoresceny el tratamiento con micorrizas difieren estadétiente de los no
micorrizados en relacién al area foliar. Dentroedte grupo, el tratamiento M1 _B3.2

ocupa el mayor rango de significancia, presentaladaomedia muestral mas alta

(65,88cm).

En la Figura 3.8 se observa que tanto la inocutasidiple como la combinada
entre los HMA y la cepa Z5P6 incrementan el ardarfen relacion a las plantas control.
Sin embargo, la respuesta a la inoculacion simpteHMA vy a la interaccion entre los
microorganismos no muestra diferencias signifieatjvno obstante, la co-inoculacion

mejora el desarrollo de las hojas.
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Figura 3.8 Efecto de la interaccion entre los HMA y la cefxd®Z sobre el area foliar

M1B3.2= Inéculo combinado (M1: micorrizas y B3R:fluorescensZ5P6 en conc. 6.0xiWFC/ml).
M1BO0= Inéculo simple (M1: micorrizas y BO: sin cepa baietea)
MOB3.2=In6culo simple (MO: sin micorrizas y B3.2: Cepa B5%h conc. 6.0xf0UFC/m).

MOBO= Sin in6culo de microorganismos (plantas sanas).

3.5.3 Biomasa aérea y radicular

En la Tabla 3.4 se muestra que tanto para la bimraéseea como radical, los
tratamientos combinados con micorrizas y cepashants, como el con HMA, difieren
significativamente en relacion a los que no fuerooorrizados. Dentro de este grupo el
gue ocupa el mayor rango de significancia, es M12 p8esentando la media muestral
mas alta para la biomasa aérea fresca (12,07ag)igat (8,93 g).

En la Figura 3.9 se observa que todas las inoauasi tanto simples como
combinadas de HMA vy la cepa Z5P6 aumentan la biara@sea y radical en relacion a
las plantas control. En respuesta a estos tratémsi@on HMA y en interaccion con las
rizobacterias no hay diferencias significativag, einbargo, la co-inoculacion provee un
incremento en el crecimiento aéreo y radical dplastas de tomate de arbol.
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Figura 3.9 Efecto de la interaccion entre HMA y cepa Z5P6 sdébiomasa
aérea y radical de las plantas de tomate de arbol.

3.5.4 Conteo de esporas y porcentaje de colonizacion easlplantas de tomate de

arbol

La Tabla 3.5 presenta la evaluacion de los HMA @i el conteo de esporas y
porcentaje de colonizacion de los tratamientos ajplicacion simple y combinada de
micorrizas con las cepas d@. fluorescens (en concentraciones: 1.5%10y

6.0x1FUFC/ml) en plantas de tomate de arbol, luego de@meses de ensayo.
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Tabla 3.5Efecto de la interaccion entre HMA y las cepa®diioresen®n el conteo de esporas

y porcentaje de colonizacién de plantas de tomatiriool Solanum betaceum

Tratamiento | Esporas/g de suelo % de Colonizacion
M1_BO 17,63 a 61,33 a
M1 _B3.1 14,20 b 60,67 a
M1_B3.2 9,63d 56,00 ab
M1 _B2.1 10,23 cd 52,33 ¢
M1 _B2.2 9,50d 41,67 cd
M1 _B1.1 10,40 c 45,67 c
M1 _B1.2 8,33 e 36,00 d
MO_B3.1 0,07 f 0,33 e
MO_B3.2 of Oe
MO_B2.1 0,07 f Oe
MO_B2.2 0,03 f Oe
MO_B1.1 0,07 f Oe
MO_B1.2 of Oe
MO_BO of Oe

MO= sin HMA, BO=sin bacteriasi1= con 1.09 esporas/g

B1.1=P. fluoresceng2P6 en conc. 1.5xIWFC/mI,B1.2=P. fluorescenZ2P6 en conc. 6.0xiWFC/mI,
B2.1=P. fluoresceng€5P5 en conc. 1.5xIWFC/mI,B2.2=P. fluorescen&5P5 en conc. 6.0x$WFC/m,
B3.1=P. fluorescenZ5P6 en conc. 1.5x2WFC/mI,B3.2=P. fluorescens Z5Pén conc. 6.0x10UFC/m.

Dentro de cada columna, letras idénticas son asiEathente iguales segun el test de Tukey Q5).

El nimero de esporas de HMA por gramo de sueloeptésel mayor valor
(prueba de Tukey al 5%) en el tratamiento de lastpk inoculadas solamente con
micorrizas, seguidas de los tratamientos de int@yacentre HMA vy rizobacterias en
concentracién de 1.5x30FC/ml. Los valores disminuyeron en las plantasro@orrizas
y con mayor concentracién de las cepas (inoculadas6.0x18UFC/ml) mientras que
los menores valores (cercanos a 0) se obtuvierdéosdnatamientos no micorrizados y en
el control (Tabla 3.5).
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Respecto a la colonizacion micorricica se puedec#r que las plantas con
inoculacion simple de HMA y en combinacién con kpa& Z5P6 deP.fluorescens
muestran valores estadisticamente iguales de iofeen las plantas de tomate de arbol,
seguidas por los tratamientos con la combinaciomiderrizas y las cepas Z5P5 y Z2P6,
los cuales son estadisticamente diferentes dedtatientos con inoculacion simple de

Pseudomonas fluoresceypslel control (Tabla 3.5).

En la Figura 3.10 se presentan fotografias dedf@es de las plantas de tomate
de arbol tefiidas con azul de tripano, y observadasl microscopio Optico en un

aumento de 100x, donde se pueden apreciar estadturgicas de los HMA.

Figura 3.10Estructuras fangicas en raicestamate de arbolSolanum betaceunuego de
cuatro meses de ensayo, tefiidas con azul de tripabservadas al microscopio en un aumento

de 100xa. arblUsculo®. vesiculag. hifa.

3.5.5 Conteo de la densidad poblacional de.fluorescens de raices y rizosfera en

las plantas de tomate de arbol

En la Figura 3.11.a, se pueden observar las dafesdoblacionales entre*10
10°UFC/g tanto en raices como en el suelo, en laggsiajue fueron inoculadas de forma
simple con las cepas d&seudomonas fluorescees una dosis de 6.0XAQFC/ml, en

aquellos tratamientos combinados con rizobacteyiagicorrizas, y en los controles
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(M1BO y MOBO) que no presentaron infeccion bacteziaLas plantas co.fluorescens
en una concentracién de 1.5810FC/ml aplicadas en forma simple y en combinacién
con los HMA muestran valores de’WFC/g en raices y de U0FC/g en suelo. Sin
embargo, respecto a los controles, el tratamienddBM presenté una densidad de
10°UFC/ml, sin contaminacién alguna en el control &itsa(MOBO) (ver Fig 3.11.b).

Densidad bacterianade Pfluorescens (6.0x108UFC/ml) en

a rizosferay raices
2,50E+05
2,00E+05 --
1,50E+05 —————
1,00E+05 —
5,00E+04
0.00E+01 _
0,00&+00 mO_B32 MO_B22 MO_B12 pMI1_B32 MI1_B22 PMI_BE12 |MI1_BED KO_B0
UFC/g raices | 2,19E+05 | 1.34E+05 | 2.096+05 |152E+05 |9.406+04 | 1,19E+05 | 0.00E+00 | Q.O0E+DD
UFC/gsuels | 1,62E+05 | 1,11E+05 |1,12E6+05 |1,09E+05 |548E+04 | 1,11E+05 |2.67E+03 |0.00E+00

Densidad bacteriana de Pfluorescens [1.5x10°UFC/ml) en
b rizosferay raices

2,00E+05
1,80E+05 |—
1,60E+05
1,40E+05
1,20E+05
1,00E+05
8,00E+04 — ~

6,00E+04 -
4,00E+04
2,00E+04
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MO_B3.1 MO_BE2.1 MO_Bi1 M1_B31 MI1_B21 Mi_Bl1 [M1_BD |mo_E0
UFC/g raices 1, 77E+05 |1,57E+05 | 1.57E+05 |1,096+05 |1,01E+05 |1,02E+05 | 0,00
UFC/g susks |8.38E+04 3556404 | 9.386+04 |9.35E+04 |5.04E+04 |7.58E+04

Figura 3.11Densidad bacteriana &efluorescenpor gramo de raices y suelo de las plantas de
tomate de arbolSolanum betaceum

3.5.6 Andlisis de correlacidon entre la poblacion de micaizas y las variables de

desarrollo

En la Tabla 3.6 se muestra una correlacion posititeanente significativa entre

el numero de esporas/g de suelo y el porcentagmldaizacion micorricica respecto a la
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altura de las plantag&r referencia a lagariables de desarrollo: area foliar, basa aérea
y radical, existaina correlacion moderada con respecto aariables de respuesta de

micorrizas & los 120 dias | ensayo).

Tabla 3.6 Coeficientes de correlacion de Pea entre las variables de respuesta de
microorganismos aplicados y las variables de ciiecito en las plantas de tomate de a

AREA | BIOMASA |BIOMASA

VARIABLES | ALTURA | eol1AR | AEREA | RADICAL

N° esporas/i 0,82 0,77 0,71 0,73
% de colonizacior 0,87 0,80 0,74 0,76

Se consideran correlaciones significativas con< 0.05

3.5.7 Supervivencia de las plantas de tomate de arbcSolanum betaceum)

En la Figura 3.12 se pue observar que hubo un 90% pléntulas de tomate de
arbol vivas (126) y un 10%de muertas (14jle estas ultima6 fueron plantas con
bacterias, 1 con micorrizas, 4-inoculadas y 3 controles. Laiidencic sugiere que se

debe dactores externos al experimento (plagas de hopgodgones)

NCIA

AD (plantas
ntroles)

AD (plantas sin

Figura 3.1Z Supervivencia de las plantas de tomate de aSolanum betaceym

durante cuatro meses de ensayo.
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3.5.8 Andlisis de nutrientes a nivel foliar

3.5.8.1 Fosforo (P) foliar

En la Tabla 3.7 se presenta el efecto simple y awadb de las micorrizas y las
cepas deP.fluorescengaplicadas en 1.5x10/ 6.0x16UFC/mI) sobre el porcentaje de
absorcion de fésforo de las plantas de tomate lutdd. &e muestra que las plantas control
(sin inoculos) y aquellas inoculadas con diferemggas deP.fluorescengpresentaron
niveles de fésforo foliar deficientes, a diferenda todas las plantas micorrizadas que
mostraron niveles normales (entre 0,151 y 0,401%sg. plantas que absorbieron mayor

proporcion de dicho macroelemento fueron aquetbasHMA y bacterias.

Tabla 3.7 Efecto de las micorrizas y de la combinacion eAt#A y P.fluorescens

sobre el porcentaje de P foliar en las plantashate de arbol.

Tratamiento P (%)
MO_BO 0,08 D
MO _B1.1 0,08 D
MO B1.2 0,10 D
MO B2.1 0,09 D
MO _B2.2 0,10 D
MO B3.1 0,09 D
MO_B3.2 0,08 D
M1 BO 0,19B
M1 B1.1 0,22 S
M1 B1.2 0,22 S
M1 B2.1 0,23 S
M1 B2.2 0,18 B
M1 B3.1 0,24 S
M1 B3.2 0,22 S

Los simbolos de D: deficiente, B: bajo y S: sufité tienen como significado clasificar los valores

de los diferentes parametros analizados con el désconfianza 95%AGROBIOLAB 2011.
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En la Figura 3.13 se muestra la absorcion de fogfarlas plantas inoculadas en
forma simple y combinada con HMA y la cepa Z5P6PdiguorescensAl finalizar el

ensayo (120 dias) el valor mas alto (0,22%) sesptésn las plantas co-inoculadas.

0.25 -
a 0.22
(]
- 0.19
c 0.2 - S
0
[S)
2 0.15 - -
e}
©
s
o 0.1 - 0.08 0.08
2
[
g 0.05 - D D
[e)
[-%

0

MO _BO MO _B3.2 M1_BO M1_B3.2

Figura 3.13Efecto de la interaccién entre los HMA y la cefad®Z sobre la
absorcion de fosforo en las plantas de tonkaté&rbol.

3.5.8.2 Nitrégeno (N) foliar

En la Tabla 3.8 se presenta el efecto de las nuesry de la combinacién con
P.fluorescengaplicada en 1.5x£0y 6.0x16UFC/mI) sobre la absorcién de nitrégeno
foliar en las plantas de tomate de arbol. Se mauegie las plantas control y aquellas
inoculadas con bacterias presentaron niveles d&geito deficientes, a diferencia de las
plantas inoculadas con HMA vy las co-inoculadas (odoorrizas y rizobacterias) que
presentaron niveles normales de absorcion de Me(@%01 y 6,001%) siendo el valor

maximo en las plantas de inoculacion doble.
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Tabla 3.8 Efecto de la inoculacién simple y combinada derarrizas yP.fluorescensobre el
porcentaje de N foliar de plantas de tomate del.arbo

Tratamiento | N (%)
MO_BO 1,05D

MO_B1.1 | 1,95D
MO_B1.2 | 2,20 D
MO _B2.1 | 1,78 D
MO_B2.2 | 1,89 D
MO _B3.1 | 1,98 D
MO_B3.2 | 2,09 D
M1 BO | 2,91S
M1 B1.1 | 3,48S
M1 B1.2 | 2,97 S
M1 B2.1 | 3,25S
M1 B2.2 | 2,98 S
M1 B3.1 | 3,54 S
M1 B3.2 | 3,50S

Los simbolos D: deficiente y S: suficiente, tiewemo significado clasificar
los valores de los diferentes parametros analizediosin
nivel de confianza 95%AGROBIOLAB 2011.

En la Figura 3.14 se muestra la absorcion de mtrogn las plantas inoculadas
en forma simple y combinada (con HMA y la cepa Z8B®@ .fluorescensa los 120 dias

de ensayo, presentando el valor mas alto (3,5084)l#mtas co-inoculadas.
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Figura 3.14 Efecto de la interaccién entre los HMA y la ce5®& sobre la

absorcion de nitrégeno en las plantas de tomadelue.

El andlisis de los macro y microelementos restastesadjunta en el Anexo B,
pudiendo observarse que no hay diferencias sigtifEs entre los tratamientos del
ensayo y que la mayoria de nutrientes se encuedéatno de los parametros normales

para el desarrollo del cultivo.

3.5.9 Andlisis de nutrientes en el suelo

En el Anexo C, se muestra el andlisis de macrograaiementos del suelo de
los catorce tratamientos del ensayo. Los valorepHidueron similares en todos los

tratamientos, variando en un rango de 6,2 y 6,@ankose en neutro.

Los porcentajes de materia organica en el sustiatos tratamientos variaron
entre 5,48 y 14,98%, encontrandose dentro del rangoal (de 2 a 40%) para el cultivo
de tomate de arbol. Sin embargo, los valores niés sé& presentaron en los tratamientos
no micorrizados y en el control (entre 10,96 y 8%9 siendo menores en las plantas con
HMA y co-inoculadas (entre 5,48 y 8,04%).
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El andlisis del contenido de fosforo en el sustcato los diferentes tratamientos,
se observaron que las plantas micorrizadas y aguelbn interaccion de HMA vy
P.fluorescensalcanzaron niveles normales (entre 47-66ppm) anpacaciéon con las
plantas inoculadas con rizobacterias y las cordu@ presentaron valores deficientes

(entre 2,1y 4,3ppm) (ver Anexo C).

Respecto al nitrégeno, se presenta una mayor eantie NQ en el suelo de las
plantas control y en aquellas con inoculacién seng#P.fluorescensSin embargo los
valores encontrados en todos los tratamientos fiugeficientes para el cultivo en estudio
(Ver Anexo C).

Por otra parte en el Anexo C, se muestra una neymidad de magnesio en el
suelo de los tratamientos micorrizados en comp@macon la inoculacion simple de
P.fluorescensy del control. En todos los casos se presentarrasldentro del rango

adecuado para el desarrollo del cultivo de tomatartol.

La cantidad de SPencontrada en el suelo fue excesiva en las plargas
inoculacion simple de HMA y en los tratamientos awoicorrizas yP. fluorescens,
comparada con el suelo de las plantas control yirmmeulacion simple de rizobacterias,
gue presentaron valores dentro del rango norma eladesarrollo de la especie. (Ver
Anexo C).

Finalmente el Anexo C muestra que los microelengentobre, zinc y boro
estan dentro de los rangos Optimos para el dekad®lltomate de arbol, sin embargo, los
valores mas altos se presentaron en los sustra&dssdplantas micorrizadas y co-

inoculadas.
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Propagacion de esporas de Hongos Micorricicos Arbaslares (HMA)

asociados al cultivo de tomate de arboBSplanum betaceum)

Los hongos micorricicos arbusculares presentarredifies ventajas sobre las
plantas, principalmente como agentes biorreguladdet crecimiento y sobre el control
de patdgenos radicales. Por estas razones catiarsia mayor aplicacion en los cultivos
de interés comercial, permitiendo obtener espemegstales de vigor y calidad superior
en el menor tiempo posible, reducir costos de prcida e incorporar el manejo de
productos organicos, que a la vez disminuyen paalaente el uso de fertilizantes
guimicos (Alarcén, A. y Ferrera-Cerrato R., 1999).

Para la propagacién de los HMA se utiliz6 un indcobtivo proveniente del
cultivo de tomate de arbol, debido a que estosaoiganismos se encuentran adaptados
a las condiciones del cultivo y probablemente seanismo de accion en cada especie
vegetal sea diferente y de mayor eficiencia (Klinmos J.N., 2003). Al final de la
multiplicacién de los HMA se obtuvo un indculo dé48 esporas/g con un porcentaje de
colonizacién del 48%, siendo este valor bajo delgjde el inéculo inicial también fue
pequeiio (0,87 esporas/g) (ver Capitulo 3, Figufg. or esa razén se utiliz6 un
porcentaje alto (40%) para su propagacion, debidaeael potencial micorricico habria
disminuido probablemente por la fertilizacion yuso descontrolado de fungicidas y
herbicidas (Barea J.M y Azcon C., 2002).

Ademds, los procesos de produccion agricola incidebre la densidad
poblacional microbiana del suelo, afectando tantbisdiversidad como la concentracion

presente en la rizésfera. Por lo tanto, la falta cdediciones adecuadas para su
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supervivencia y adaptaciéon produce una pérdidaadeertilidad de los suelos a largo
plazo (Ogata, K. y Zuiiga D., 2008).

4.2 Densidad poblacional dd’seudomonas sp. en las zonas muestreadas con

cultivos de tomate de arbolSolanum betaceum)

De las cinco zonas muestreadas se obtuvo una ddndidcteriana de
Pseudomonasp. que vari6 entre 1§ 1PUFC/g de raices y suelo seco (Figura 3.3 y
3.4). Estos valores estan dentro de lo manifestadiavestigaciones anteriores, donde la
densidad bacteriana permanece entreal®§ UFC/g en suelos de diferentes origenes,
indicando que existe un amplio rango en la abundateeste grupo, dependiendo de los
factores edaficos que afectan la composicion desletos de uso agricola. (Bajsa, N.,
2008).

4.3 Seleccion de cepas deseudomonas fluorescens para su aplicacion en el ensayo

La diversidad de laRseudomonafiuorescentes es esencial en el rol ecolégico
del suelo, ya que entre los mecanismos de accline $os cultivos se sabe que ayudan a
solubilizar el fosfato inorganico en suelos corabdigponibilidad de fosforo, mejorando
la absorcion en las plantas (Popavathetk al, 2008). Estos autores reportaron que
Pseudomonasluorescentes R.fluorescens, P. aeruginosa, P. fulva, P. mosselP.
plecoglossicidpposeen potencial para solubilizar fosfato tric&lcpresentando halos de
tamafio de 3t1mm en el medio Pikovskaya a los 18 diaensayo. Comparando estos
valores con los resultados de las cepas Rdtuorescensseleccionadas en esta
investigacion (Capitulo 3, Tabla 3.3 y Figura 38&)observo que estas Ultimas mostraron
mayores tamafos de halos 6t1mm durante sieteddiamsayo, es decir que las cepas
(aisladas del cultivo de tomate de éarbol) presentaralores superiores de indice de
solubilidad de fosfatos (IS).
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Se presume gque entre los mecanismos de solubitidatbsfato tricalcico por
parte dePseudomonas fluorescerse encuentra la producciéon de acidos organiadoa
aceético, oxalico y succinico) en el medio Pikoswayue al tener carga negativa forman
complejos metalicos, liberando los aniones fosféRmedes-Mendoza, M. y Espinosa-
Victoria, D., 2010). De las tres cepas selecciosadhfinalizar el ensayo, se demostro
gue la cepa Z5P6 tuvo mayor sinergismo con los HidBre el desarrollo y nutricion de
las plantas de tomate de arbol, siendo esta lpsentd el IS mas alto en la prueba de

seleccion.

4.4 Evaluacion del desarrollo de las plantas de tomatte arbol (Solanum

betaceum) inoculadas con HMA yP.fluorescens

Como se muestra en la Tabla 3.4 y Figura 3.7 |derem promedios del
tratamiento con la co-inoculacion entre la cepa&Z8€P.fluoresceny el consorcio de
HMA mejora la altura de las plantas de tomate Belasiendo estadisticamente diferente
de los demas tratamientos del ensayo. Segun Cuestaboradoes (2004) esta respuesta
positiva de las plantas a la inoculacion dual diwsniné el periodo de estancia de la
especie vegetal en vivero, ademéas de producir ypgénide mejor calidad fisiologica.
Similares resultados fueron obtenidos por esteraotm la inoculacion doble de
P.fluorescensy Glomus mosseaen plantas forestales dé&wietenia macrophylla x
mahagoni. Por su parte Staley y colaboradores (1992) ereamtrque al inocular
P.fluoresceny HMA en plantas de alfalfa y trébol incrementassnun 23% la altura de
las especies respecto a las plantas control. Camgaros resultados de la altura en las
plantas de tomate de arbol del presente ensajogseun incremento de 1 vez con la

aplicacion dual en comparacion con el tratamientdrol.

Los valores promedios de la aplicacion en conjud® micorrizas y
P.fluorescensy la inoculacion simple de HMA presentaron el nosmivel de

significancia estadistica en relacion al area fdli@r Capitulo 3, Tabla 3.4 y Figura 3.8)
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aunque numéricamente la co-inoculacién supera lfcaapn simple de los
microorganismos, mostrando un incremento en el cesda aplicacion dual, siendo
necesario realizar otros ensayos con mayor numercuestras para verificar si este

incremento llega a ser significativo.

Las plantas inoculadas con la combinaciéon de HMPsgudomonas fluorescens
presentan un valor promedio de la biomasa aéremdigular estadisticamente igual al
alcanzado por la aplicacion simple de micorrizas, obstante superiores a los
tratamientos con la adicion simple de rizobacteyiakcontrol (ver Capitulo 3, Tabla 3.4
y Figura 3.9). Similares resultados fueron obtesigor Cuesta y colaboradores (2004)
donde la co-inoculacién HMA-bacterias y la inocidacexclusiva de micorrizas superan
significativamente al testigo en peso seco radicaéreo de las plantulas @svietenia
macrophylla x mahagon{Con estos resultados se evidencia que el consoecldMA y
P. fluorescengplicados sobre las plantas de tomate de arteliahe beneficiosamente
en el desarrollo de las plantulas, esto podriardebe la sintesis de fitohormonas como
las auxinas producidas tanto por las micorrizasacpor las rizobacterias (Cuesta et. al,
2004).

4.4.1 Conteo de esporas y porcentaje de colonizacion micizica al finalizar el

ensayo

Se observo que el consorcio de HMA aplicado erdifesentes tratamientos del ensayo
tuvo la capacidad de adaptarse a las condicioresntiano, multiplicarse y colonizar a
las especies vegetales en estudio. Siendo el ctenpiento de la cepa Z5P6 de
P.fluorescensmejor y diferente que Z2P6 y Z5P5 con respecta @nteraccion con
micorrizas. En la Tabla 3.5 se muestra que la @daion radicular establecida por los
hongos micorricicos arbusculares en las planta®smate de arbol fue estadisticamente
igual en los tratamientos con la aplicacion sing@deHMA y en aquellos con inoculacion

combinada de micorrizas y la cepa Z5P6 Rifluorescens(en conc. de 1.5xfoy
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6.0x1FUFC/ml). En un ensayo con inoculacién doble de HiR fluorescensobre el
cultivo de trigo, se observdé que existe una inftienpositiva de la colonizacion
micorricica en la especie graminea, accion queadseeflejada en el mejoramiento de la
calidad nutricional del grano. (Kumar ChoudharyeDal., 2009). Segun este autor esto
podria deberse a que los metabolitos secundaramiigidos por la®.fluorescensentre
los que se destaca el 2,4 diacetil-floroglucinoAH®) importante antibiotico en la
inhibicion de patdégenos fungicos, no afecta eliotento de las micorrizas. Resultados
similares fueron obtenidos en el presente estadisfiendo un posible sinergismo entre
los microorganismos aplicados, que permitieron nagjel estado nutricional del tomate
de arbol, con una mayor absorcién de fésforo ygéno en las plantulas de cuatro meses
de edad (ver Tabla 3.7 y 3.8).

4.4.2 Conteo de la densidad poblacional de.fluorescens de raices y rizésfera al

finalizar el ensayo

Los procesos de supervivencia y colonizacion de tegterias estan
influenciados por factores abioticos (humedad,ur@xttemperatura, pH, disponibilidad
de oxigeno y nutrientes en el suelo) y por factbréscos (estado fisioldgico en el que se
aplica el in6culo bacteriano, presencia de antagomiy capacidad de competencia)
(Loredo, O., et al., 2004).

Los factores abioticos en los que se desarroliresente ensayo fueron
apropiados para la supervivencia e fluorescensdebido a que la composicion del
sustrato en el cual se inocularon las bacteriasen@a tierra negra (que posee alto
contenido de materia organica y nitrogeno) pomgaaig un buen drenaje) y turba (como
fuente principal de fésforo y demas nutrientes)tdraperatura del suelo varié entre 20 y
30°C y el pHentre 6.2 y 6.9, ubicandose en unlmgatro, rangos Optimos (entre los que
se presenta la maxima tasa de multiplicacion haci@r para el crecimiento de estas

rizobacterias (Palleroni, N. J., 2005).
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En relacién a los factores bidticd3.fluorescengiene la capacidad de producir
metabolitos secundarios que juegan un papel imperen la supervivencia bacteriana de
la rizosfera (Kumar Choudhary D, et al.,, 2009). Rgemplo cuando entran en
competencia con otros microorganismos presenteslesuelo, esta implicada la
capacidad de desnitrificacion y produccion de sifteos (pioverdinas) que les da ventaja
sobre otros microorganismos. Asi lo demostraronddir y colaboradores (2001) cuando
aplicaron la cepa&7R12 dePseudomonas fluorescefiente a cepas mutantes de la
misma especie, mostrando que las cepas defectgosa® presentaban nitrato reductasa
y no tenian la capacidad de producir pioverdinardinesignificativamente menos
competentes que las cepas bacterianas control (iype). De acuerdo a estos
antecedentes, los resultados de las pruebas bimagsimplicadas a las cepas de la
presente investigacibn mostraron similares capdeglaque les permitieron ser

competentes (ver Capitulo 3, Tabla 3.1y 3.2).

Probablemente el desarrollo normal de las cepdflorescense facilitd por
las condiciones del entorno anteriormente citaglgstiendo un mayor crecimiento de las
rizobacterias cuando fueron inoculadas en formalsirseguidas por la aplicacion en
combinacion con los HMA, presentando una pequefissided poblacional en el
tratamiento M1BO (en las plantas micorrizadas) ycrgtimiento nulo en el tratamiento
control (ver Capitulo 3, Figura 3.11). Estos remidls concuerdan con lo descrito por
Dixon et. al., 1989; Posta et. al., 1994 y por Masr y Crowley, 1996, en los que
manifiestan que las poblaciones @seudomonassp. se ven disminuidas por la
colonizacion de los hongos micorricicos arbuscslasaegiriendo que la disminucion de
los exudados radicales influye en el nimero deebast y estado fisiologico de las
mismas. Ademas este comportamiento podria relaseneon la competencia por la

fuente de carbono y por el espacio en la rizosfera.

Por otra parte, Kumar Choudhary y otros autore84p0onsideran que un nivel

de colonizacién 6ptimo dBseudomonasp. para mejorar el crecimiento e inducir el
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control biolégico en las plantas esta entr2 laPUFC/g de raices. En los resultados de
las densidades poblacionales obtenidas en el en§&yara 3.11) la aplicacion de las
cepas Z2P6 y Z5P6 (inoculada en concentraciones. 5l y 6.0x1¢ UFC/ml) en
forma simple y dual con los HMA se encuentran aede&l rango que sugiere una buena
colonizacion radicular. Sin embargo, aunque la c&pR5 muestra una concentracion
bacteriana de fOFC/g de raices, también presenté un efecto posstibre el desarrollo
del tomate de arbol. Los mejores resultados senadorem en las plantas con la aplicacion
de la cepa Z5P6 en combinacion con los HMA, regpada altura se incremento en 1
vez, dos veces sobre el area foliar, 3 en relagilanbiomasa aérea y 3 sobre la biomasa
radical en comparacion con las plantas control {{@kp3, Tabla 3.4).

4.4.3 Andlisis de la correlacion entre la poblacién de nobrrizas y las variables de

crecimiento

Como se muestra en la Tabla 3.6 hubo una correlaighificativamente alta entre los
HMA vy las variables de desarrollo del tomate deokrluego de 120 dias de ensayo,
indicando que existe un efecto directo de las mikas sobre el crecimiento de las
plantas. Asi lo demuestra Jaizme M. C. y Rodrighef2008) en diferentes ensayos,
donde existi6 efecto positivo de estos microorgans sobre las primeras fases de
crecimiento en cultivos de interés agricola. Erlae especies mas destacadas se
presentarorGlomus mosseasobre tederaBjtuminaria bituminosa ) papaya Carica
papaya L cv. Sunrise) y tomateSplanum lycopersicum. lcv. Daniela) mostrando en
todos los casos diferencias significativas en kasables de desarrollo y absorcion de

nutrientes en relacion a las plantas control.

64



4.4.4 Andlisis de nutrientes a nivel foliar y del suelo € las plantas de tomate de

arbol (Solanum betaceum) inoculadas con HMA yP.fluorescens

En la Tabla 3.7 y Figura 3.13 se indica que la majasorcion de fosforo se
encontro en las plantas de tomate de arbol comliacién dual de micorrizas y cepas de
Pseudomonas fluorescees comparacion con la inoculacion simple de riztéd&s.
Estas diferencias sugieren que la co-inoculacidntribmye a mejorar la absorcion del
mineral, lo que puede ser atribuido a la capacgiedtuvieron los HMA de colonizar las
especies vegetales y a la solubilizacion por piete.fluorescenslel fésforo inorganico
del suelo. Por su parte las micorrizas incremeatawea de absorcion radical y a la vez,
extraen el macroelemento de diferentes fuente®sferd inaccesibles para las plantas.
(Raven, et. al, 1992). Se sabe que las micorrizadupen fosfomonoesterasas que
intervienen en el proceso de solubilizacion dedi@sbrganico en el suelo. Ademas los
hongos micorricicos arbusculares pueden inmoviledaP mediante la formacién de
granulos de polifosfato en sus vacuolas, que lsegéan translocados en la planta, sin

embargo este mecanismo todavia no esta (Banmmer, Malcome E., 2000).

Barea et. al, (1983) sugiere que la cooperaciore éhtfluorescengbacterias
solubilizadoras de fosfato) y los HMA es muy prdwesa, ya que el P liberado en el
suelo por los primeros microorganismos serian &g por los segundos, que
posteriormente lo haran disponible para la plaB@mparando estos resultados con el
analisis de nutrientes en el suelo de los tratawsedel presente ensayo (Anexo C) se
puede sugerir que el comportamiento de estos mgaosmMos co-inoculados es similar
a lo descrito anteriormente. Por lo tanto, es @gfte la asimilacion de P cuando los
microorganismos se aplican en forma independiemtecemparacion con la co-
inoculacion que alcanzaron niveles de absorcioicisntes para el desarrollo del cultivo

(ver Capitulo 3, Figura 3.13).
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En investigaciones anteriores se ha demostradpugse haber dependencia de
ciertas especies de micorrizas co@omossea@ara actuar de forma combinada con las
bacterias solubilizadoras de fosfato, mientras @@@s pueden presentar buenos
resultados de solubilidad por si solas cdtndasciculatumPor lo tanto, seria interesante
identificar las especies mas predominantes enreacoio de micorrizas aplicado en el
ensayo, a fin de conocer el comportamiento de ddtiA actuando en forma
independiente y en combinacion d@seudomonas fluorescessbre la nutricion mineral
del tomate de arbol. De esta manera utilizar estmsoorganismos pueden llegar a
sustituir a una gran cantidad de fertilizantes dtasfos, reduciendo considerablemente

gastos energéticos y costos de produccion agriBaleen, et. al, 1992).

La mayor absorcion de nitrogeno se presentd epléagas co-inoculadas con
HMA y Pseudomonas fluoresceliger Tabla 3.8 y Figura 3.14). Similares resuls&ado
fueron obtenidos con la inoculacion doble ef@temussp. cepa Zacl9 Pseudomonas
aeruginosacepa 11PS, que mejoraron el contenido de nitageras plantas de alfalfa
(Chamizo, A.et al, 2009).

Cabe recalcar, que aunque los valores de nitrégecantrados en el sustrato (en
forma de NH y NOs) fueron deficientes en todos los tratamientos @eexo C) en
general se puede observar que la co-inoculacigernmento la absorcion de N en un nivel
suficiente para el normal desarrollo del cultiver(\Capitulo 3, Tabla 3.8) pudiendo
atribuirse este resultado a la incorporacion detroelemento asimilado del suelo en

forma de NQ el cual disminuy0 en el sustrato de los tratamienteinoculados.

Por otra parte en el Anexo C, se muestra que huaonmayor cantidad de
magnesio en el suelo de los tratamientos micomga&h comparacion con la inoculacion
simple deP.fluorescensEste macroelemento fomenta la absorcion de foséorda

planta, porque tiene un efecto sinergistico cudadispecie tiene un contenido adecuado
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de magnesio para su crecimiento, a un pH cercaneutfo, como es el caso del sustrato
del presente estudio (que varié entre 6,2 y 6,%s¢k Donald, s/a). De acuerdo a este
comportamiento entre los dos compuestos, se pug@d&sr que las micorrizas mejoraron
la absorcion de P, gracias a que existio un inangongel Mg en el suelo de las plantas
micorrizadas, no obstante, no se presentaron dd&x® en la absorcion de este ultimo
elemento a nivel foliar en los tratamientos, encordose dentro del rango normal para el

cultivo (Anexo B).

Finalmente se muestra que los microelementos: calme y boro presentan los
valores mas altos en los sustratos de las plantasrinadas y en aquellas co-inoculadas,
de acuerdo a estos resultados se presume guen@stosrganismos hacen disponibles
estos elementos traza para la absorcion vegetatjsinecesarios en algunos casos, en el
estado nutricional de las plantas adultas (Rudgsell,y Wild, Alan., 1992). Ademas los
autores mencionados, sugieren que la cantidadlablendependera en muchas ocasiones
de las condiciones en que se desarrollen las glagémeralmente se ha observado que
aguellas establecidas en suelos contaminados sunimistro inadecuado de nutrientes,
tienden a requerir estos elementos. Por todas estases, en el presente ensayo, en el
qgue no se presentaron diferencias en la absorei@stds micronutrientes, se piensa que
probablemente no son necesarios para los primstadies del tomate de arbol (cuatro

meses) sino cuando la planta entra en una etagaqgtiva (Ver Anexo B).
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

1. A partir del muestreo en tres zonas ubicadas eportagncias de Cotopaxi, Pichincha
y Tungurahua del Ecuador con cultivos de tomatérel, se eligié un inéculo
inicial de HMA proveniente de Panzaleo (provinceaCotopaxi) que contenia 0,87
esporas/g, el cual transcurrido tres meses de plicdition alcanz6 3,64 esporas/g
con un porcentaje de colonizacion del 48%.

2. El in6culo de HMA obtenido en la propagacion (dé43esporas/g) se aplicé en un
30% en plantulas de tomate de arbol de 15 diasddd dispuestas en macetas,
quedando una disolucién final de 1,09 esporas/gasla una, después de cuatro
meses de ensayo se obtuvo 17,63 esporas/g conrcentaje de colonizaciéon de
61,33% en las plantas micorrizadas y en las codiadas entre un rango de 8,33 y

14,20 esporas/g con un porcentaje de infecciorvgrié entre 36% y 60,67%.

3. Las densidades bacterianas Bgeudomonasp. en las cinco zonas muestreadas
variaron entre 10y 10 UFC/g de raices y suelo seco, de las cuales séfidaron
ocho cepas dBseudomonas fluoresce(dos provenientes de raices y las restantes
del suelo) y se seleccionaron tres cepas: Z2P6& ¥585P6 que presentaron mayor

capacidad de solubilizar fosfato inorganico en etlim de cultivo Pikovskaya.

4. Las cepas seleccionadas Z2P6, Z5P5 y Z5P6 se omtoea las plantas de tomate de
arbol en dos concentracioes: 1,5%40 6,0x16UFC/mI, después de un mes de
establecido el ensayo con HMA. Al finalizar el esp®ento se obtuvo una densidad
poblacional entre 0y 10 UFC/g de raices y entre® 10° UFC/g de suelo seco.
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5. El porcentaje de supervivencia fue del 90% (126tps de las cuales aquellas co-
inoculadas con hongos micorricicos arbuscularescgpa Z5P6 de.fluorescengen
concentracion de 6,0x10FC/ml) presentaron el mejor crecimiento del tomdge
arbol, aumentando la altura en 1 vez, area fotia2,biomasa aérea y peso radicular
en 3 veces respecto los controles. Con esto serobmpa hipotesis planteada,

demostrando que la inoculacién dual mejoro el onesito y nutricion de las plantas.

6. Las plantas micorrizadas y co-inoculadas con HWA™.fluorescenscepa Z5P6
evidenciaron una mayor absorcién de los nutriefit&f®ro y nitrdgeno, en contraste
con las plantas control y aquellas con inoculasiémple de rizobacterias, debido a la
capacidad que presentan los microorganismos pacaiggoner la materia organica,

logrando movilidad y mayor asimilacion de nutriente

7. El sustrato de las plantas micorrizadas y co-iremtag con HMA yP.fluorescens
alcanzaron niveles normales de fosforo en compamacon las inoculadas con
rizobacterias y las controles que presentaron eslateficientes; el nitrato fue
deficiente en todos los tratamientos, sin embangonfiiayor en los tratamientos con
micorrizas y co-inoculados; el magnesio estuvo rdedél rango normal existiendo
una mayor cantidad en el suelo tratado con mi@srign relacion al que poseia

inoculacion simple d®.fluoresceny del control.

8. Finalmente se mostré que los microelementos: calime,y boro estuvieron dentro
de los rangos 6ptimos en el suelo para el desamelltomate de arbol, sin embargo,
los valores mas altos se presentaron en los sastiatlas plantas micorrizadas y en

aquellas co-inoculadas.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

1. Realizar otros ensayos a nivel de invernadero cayonnimero de repeticiones por
tratamiento, para verificar si existe un incremesignificativo en las variables de
crecimiento de las plantas con interaccion ente HHMA y la cepa Z5P6 de

P.fluorescensgen un periodo mas prolongado de establecimienterglyo.

2. Seria necesario medir las variables de producabrudtivo a nivel de campo para
determinar los beneficios de la aplicacion de estmsoorganismos promotores del

crecimiento vegetal en cuanto a su rendimiento.

3. Evaluar la contribucién de los microorganismos (HMRseudomonas fluorescéns
en el control biolégico de patdgenos radicales @tedos) y del filoplano
(Colletotrichum gloeosporioidg¢slel cultivo de tomate de arbol, a fin de condosr

posibles mecanismos de proteccion en las especies.

4. Determinar la produccion del compuesto 2,4DAPG andepas d@.fluorescens
aisladas del cultivo en estudio, debido a que esntibidtico necesario para la

supresion de patogenos radiculares y semillasrdendion fangica.

5. Identificar las especies de HMA que formaron elsowoio aplicado en el ensayo, a
fin de probar el comportamiento de cada una ericpdat cuando es aplicada en
forma independiente o en interaccion cBrfluorescenssobre el desarrollo y

nutricién de las plantas de tomate de arbol.
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