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RESUMEN

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO

Efecto de lainoculacion de rizobacterias sobre plantulas de tomate
(Lycopersicum esculentum) crecidas bajo estrés salino.

La salinidad es un factor abiotico de degradacién de suelos, limita el desarrollo de
las plantas reduciendo la competitividad agricola. El objetivo de este trabajo fue
determinar el efecto de la inoculacién de rizobacterias sobre el crecimiento de
plantulas de tomate y la respuesta a la mitigacion salina. Se seleccionaron
rizobacterias con actividad promotora de crecimiento vegetal(PGPR) y se determiné
la respuesta al estrés salino en plantulas de tomate bajo condiciones de
invernadero. Se caracterizaron mecanismos de accién de las rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal la produccion de acido indolacético(AlA), fijacion
de nitrégeno y solubilizacidon de fosfatos. Treinta y cinco rizobacterias se inocularon
a 0,2Abs en semillas y plantulas de tomate. Las semillas se sembraron por triplicado
en semilleros con turba, a los 15 dias se trasplantaron las plantulas a suelo. Luego

de 31 dias se evaluo el peso seco de vastago, raiz y total. Se seleccionaron cuatro



aislamientos TN333, TN106, TN503 y TN26 con aumento en peso seco de vastago,
raiz y total superiores a 158, 108 y 139%. Estos aislamientos fueron evaluados bajo
tratamientos de 50, 100 y 200mM de NacCl en plantulas de tomates. El tratamiento
50mM de NaCl, TN106 present6 incremento porcentual de peso seco de vastago,
raiz y total (19,9;313,8;50,0%). TN503 obtuvo incremento en peso seco total a 100
y 200mM de NaCl (68,9%;37,6%). Todas las rizobacterias solubilizaron fosfatos
(32,03-63,91mg/ml POa), produjeron NHs* (12,45-21,74ppm de amonio), y AlA
(0,50-13,74ug/ml). Estos resultados demostraron que la inoculacion de PGPR
representa una alternativa biotecnoldgica para promover el crecimiento de

Lycopersicum esculentum

PALABRAS CLAVES: PGPR, rizobacterias, estrés salino, mecanismos de accion.



1. INTRODUCCION.

El tomate es la hortaliza mas cultivada en el mundo con gran valor econémico, es
cultivado en zonas con gran variabilidad climatica y de suelo, aunque se cultiva en
climas secos, tanto para produccion en estado fresco como para uso agroindustrial.
El fruto del tomate es fuente de vitaminas, minerales, proteinas, hidratos de
carbono, fibra, acido folico, &cido tartarico, acido succinico y &cido salicilico (1). El
aporte de cada 100 g de nutrientes del tomate en agua es del 93,5% y aporta 23

kcal de energia para las actividades diarias (1,2).

En el afio 2012 se produjeron 161.793.834 toneladas (T) de tomate a nivel mundial,
China es el principal productor con 50.000.000 T (2). Para el afio 2013 en Colombia
se produjo 412.351 T, Norte de Santander fue el principal departamento productor
con 119.787 T. En el afio 2015 Colombia contaba con 2.869.913 hectareas
sembradas, un area inferior al potencial de tierra arable del pais, las cuales 8.992

corresponden a areas sembradas y 7.274 a areas cosechadas de tomate (3).

En el afio 2013 se exportd tomate desde Colombia por un valor de 298.565 USD,
dirigidos hacia Antillas Holandesas (228.174 USD), Aruba (49.200 USD), Ecuador
(18.910 USD) y Espafia (2.281 USD). Cundinamarca, Atlantico, Bogota, Santander
y Risaralda fueron los mayores exportadores con una participacion del 52,8%,
37,9%, 6,3%, 2,3% Yy 0,8% respectivamente (1). El crecimiento del sector agricola
nacional, ademas de expandir las hectareas cultivadas, debe incrementar la
competitividad del sector dentro de los mercados nacionales e internacionales. El
costo de produccién determina dicha competitividad e incrementa la adquisicién de

insumos, fertilizantes y pesticidas (4).

El cultivo de tomate en Colombia utiliza agroquimicos a altos costos, como
fertilizantes y pesticidas, productos que los tomateros usan de manera excesiva,
aumentan los costos de produccion, causan problematicas ambientales y de salud

a los consumidores. El empleo excesivo de agroquimicos rompe el equilibrio
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biolégico y destruye los insectos benéficos. Muchas de las especies de plagas de
importancia secundaria se tornan primarias ante la presion de plaguicidas (5).

Las condiciones climaticas, de sequia o lluvia, afectan la productividad de los
cultivos por cambios extremos de temperatura y humedad relativa, al favorecer el
ataque de plagas y enfermedades, ante lo cual el productor utiliza mayores
concentraciones de plaguicidas y fertilizantes, por tanto, el costo de produccion se

incrementa, disminuyendo la rentabilidad (5).

El conocimiento de factores bioticos y abiéticos que influyen en el desarrollo de las
plantas es de vital importancia para optimizarlo. La salinidad en el suelo es un factor
abidtico que afecta la produccién de tomate en todo el mundo. En la regién del Alto
Ricaurte en Boyacd, Colombia, la produccion de tomate se afectdé por la
acumulacion de sales aplicadas en fertilizantes con consecuencias negativas a

largo plazo (6).

El estrés salino reduce el desarrollo de las plantas, ya que pueden sufrir diversos
tipos de estrés, como el estrés hidrico, toxicidad especifica, desbalance nutricional,
debido a los altos niveles de sodio y cloruro que reducen la captacién de K*, NO™ 7,
PO4* etc., e incrementa la produccién de especies reactivas de oxigeno que dafian
las macromoléculas (7). Las rizobacterias pueden promover el crecimiento vegetal
y mitigacién al estrés salino en diversos cultivos como lechuga, tomate vy trigo (8—
10).

La salinizacion de los suelos es el proceso de acumulacion en el suelo de sales
solubles en agua. Esto puede darse en forma natural, cuando se trata de suelos
bajos y planos, que son periédicamente inundados por rios y arroyos; o si el nivel
de las aguas subterranea es poco profundo y el agua que asciende por capilaridad
contiene sales disueltas. Cuando este proceso tiene un origen antropogénico,
generalmente esta asociado a sistemas de riego. Se llama suelo salino a un suelo
con exceso de sales solubles. Estas concentraciones de sales afectan el

crecimiento de las plantas al restringir la absorcion de agua y la absorcion
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equilibrada de iones nutricionales esenciales por las raices. La salinidad es uno de
los factores més graves que limita la productividad de los cultivos agricolas, con
efectos adversos sobre la germinacion, el vigor de la planta y el rendimiento del
cultivo. La salinizacion del suelo esta reduciendo el area que se puede usar para la
agricultura aproximadamente en un 1-2% cada afio. Los cultivos como cereales
(arroz y maiz), forrajes (trébol) o cultivos horticolas (patatas y tomates) son
relativamente susceptibles a la concentracion excesiva de sales, ya sea disuelto en
agua de riego o presente en la solucion del suelo (rizésfera). Se ha informado que
la salinidad del suelo reduce los rendimientos, la nodulacion y el contenido total de
nitrégeno en las plantas leguminosas encontrando que el peso seco de diferentes
organos vegetales del tomate se redujo en respuesta al aumento del nivel de NaCl

en el medio de crecimiento de la raiz (11).

El IDEAM indica que el 45% de los suelos del pais presentan algun grado de
susceptibilidad a la degradacion por salinizacion, en la cual se debe realizar
monitoreo y seguimiento para identificar, analizar y evaluar los procesos actuales
de degradacion por salinizacion, con miras a prevenir, mitigar, rehabilitar o controlar

la degradacion de los suelos por salinizacion (12).

Los departamentos de La Guajira, Atlantico, Magdalena, Sucre y Coérdoba
presentan mas de un 30% de susceptibilidad alta a muy alta, siendo la Guajira el
departamento mas susceptible a degradacién por salinizacién con un 72% del area
en estas dos clases. El departamento del Cesar presenta un 27% de la superficie
en clase muy alta. Los departamentos de Atlantico, Bolivar, Cesar, Cérdoba, Huila,
Magdalena y Sucre presentan mas de un 20% de la superficie con susceptibilidad
media a salinizacién, siendo Sucre el departamento con mayor area (mas de 50%)
(12).

Los suelos con susceptibilidad alta corresponden a aquellos donde las condiciones

tanto naturales como antrépicas son propicias para que los procesos de salinizacion
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ocurran de una forma acelerada, especialmente si las actividades antropicas son de

alto impacto o modifican drasticamente la condicién natural de los suelos (12).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la inoculacién de rizobacterias sobre el crecimiento de
plantulas de tomate (Lycopersicum esculentum) y la respuesta a la mitigacion del

estrés salino.

2.20bjetivos especificos
1. Seleccionar rizobacterias con actividad promotora de crecimiento en
plantulas de tomate (Lycopersicum esculentum) bajo condiciones de
invernadero.
2. Evaluar la respuesta al estrés salino en plantulas de tomate al inocularse con
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal.
3. Caracterizar los mecanismos de accion de las rizobacterias con actividad

promotora de crecimiento en plantulas de tomate.
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3. ANTECEDENTES.

3.1 Promocion de crecimiento vegetal por rizobacterias.

Ghyselincka et al., (2013) aislaron 585 rizobacterias de papa y encontraron que 58
aislamientos presentaban antagonismo in vitro contra Rhizoctonia solani. Ellos
evaluaron la capacidad de los aislamientos asociados con la promociéon del
crecimiento de la planta y la supresion de la enfermedad contra Phytophthora
infestans y R. solani en plantulas de papa, mediante la solubilizacion de fosfatos,
produccion AlA, acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) desaminasa,
sideroforos, acido cianhidrico (HCN) y amonio (NHs). De los 58 aislamientos, 23
mostraron una respuesta favorable bajo presion de la enfermedad y/o mostraron un
aumento en el peso de la planta en comparacién con el testigo no inoculado. Las
plantas crecieron mas con los aislamientos productores de NHs frente a los no
productores. No se encontrd relacion lineal con el aumento de la biomasa vegetal
en la inoculacién de aislamientos solubilizadores de fosfato, productores de acido

indolacetico y ACC desaminasa (13).

Anwar et al., (2016) aislaron 98 actinomicetos rizosféricas de trigo y tomate en
Punjab y Pakistan. Alrededor del 30% de los aislamientos promovieron el
crecimiento vegetal y se identificaron como Streptomyces. Las cepas Streptomyces
nobilis WA-3, Streptomyces kunmingenesis WC-3 y Streptomyces enissocaesilis
TA-3 produjeron 79,5, 79,23, y 69,26 mg/ml de acido indolacetico respectivamente.
Streptomyces sp. WA-3 produjo la mayor concentracién de fosfato soluble (72,13
mg/100ml), seguido de S. djakartensis TB-4 (70,36 mg/100ml). Todos los
aislamientos produjeron sideroforos, NHs y HCN. S. mutabilis WD-3 mostré mayor
actividad ACC-desaminasa (1,9 mmol/l). Se observaron aumentos significativos en
la longitud de los brotes, raiz, peso fresco, peso seco y aumento en el nUmero de
follaje en plantas de trigo inoculadas con S. nobilis WA-3 en comparacion con las

plantas control. En general, estos Streptomyces son candidatos para desarrollarse
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como biofertilizantes al estimular el crecimiento y rendimiento en el cultivo de trigo
(14).

Islam et al., (2016) evalto el crecimiento de plantas de pepino por rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal y la capacidad para suprimir a Phytophthora. Se
caracterizaron 66 rizobacterias midiendo la fijacion de nitrégeno, la produccion de
acido indolacético y antagonismo. Se seleccionaron 10 cepas identificadas como
Pseudomonas, Bacillus y Stenotrophomonas. Las plantas de pepino inoculadas
mostraron niveles mas altos de germinacion, vigor de las plantulas, crecimiento y el
contenido de nitr6geno en la raiz en comparacion con las plantas no tratadas. El
tratamiento con las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal suprimio

significativamente la fitopatologia por Phytophthora capsici (15).

3.2 Mitigacion del estrés salino.

Karlidag et al., (2013) Aislaron 44 rizobacterias de plantas en suelos salinos y
seleccionaron cinco rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (Bacillus
subtilis EY2, Bacillus atrophaeus EY6, Bacillus sphaericus EY30 B, Staphylococcus
kloosii EY37 y Kocuria erythromyxa EY43). La inoculacién con rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal en la planta de fresa aumento significativamente
el crecimiento, contenido de clorofila, nutrientes y rendimiento de las plantas. Las
cepas EY43 (48%) y EY37 (46%) presentaron los mayores crecimientos en plantas
bajo estrés salino. La cepa EY43 también present6 el mayor nivel de nitrégeno (N),
potasio (K), fosforo (P), calcio (Ca), magnesio (Mg), azufre (S), manganesio (Mn),
cobre (Cu) y hierro (Fe). La inoculacién con rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal podrian atenuar los efectos del estrés salino en el crecimiento de las plantas
de fresa (16).

Sanchez, et al., (2014) evaluaron la respuesta de Acacia decurrens a la inoculacién

de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal halotolerantes asociadas a esta
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leguminosa. Se aislaron 44 aislamientos de la rizosfera de Acacia decurrens que
fueron caracterizadas para la produccion de NHs, produccién de exopolisacéridos,
produccion de indoles y solubilizacion de fosfatos. Los aislamientos ACSA12,
ACSA14 y ACSA19 aumentaron de manera significativa la biomasa y el desarrollo

de la planta en condiciones de invernadero (17).

Habib et al., (2016) caracterizaron rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
con actividad ACC desaminasa y el efecto sobre la tolerancia al estrés por salinidad
en la planta de Abelmoschus esculentus. Las plantas inoculadas con rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal mostraron mayor porcentaje de germinacion,
todas las semillas germinaron a 75 mM de NaCl y presentaron un aumento en los
parametros de crecimiento y contenido de clorofila a en comparacion a las plantas
no inoculadas. Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal inoculadas en
plantas bajo estrés salino aumentaron la actividad de las enzimas antioxidantes
como superoéxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX) y catalasa (CAT)
y la regulacién positiva de genes de la ruta ROS (CAT, APX, GR, y Dhar). La
inoculacién con Enterobacter sp. UPMR18 incremento significativamente todos los
parametros analizados bajo estrés salino, en comparacion con los demas

tratamientos (18).

Bharti et al., (2016) evaluaron la cepa Dietzia natronolimnaea STR1 en promocién
de crecimiento en plantas de trigo y la mitigacion al estrés salino mediante expresién
de genes responsables de la tolerancia a la salinidad en plantas. Se incremento la
expresion de genes relacionados con el estrés salino de enzimas antioxidantes
como APXCAT, superéxido dismutasa manganeso (MnSOD), peroxidasa (POD),
glutatiéon peroxidasa (GPX) y glutationa reductasa (GR). Un mayor contenido de
prolina en plantas de trigo inoculadas con rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal contribuyé a una mayor tolerancia al estrés por salinidad. No detectaron
solubilizacion de fosfatos, fijacion de nitrégeno, ni actividad ACC desaminasa en D.
natronolimnaea STR1. Las plantas siguen diversos tipos de mecanismos tolerantes

a la sal como la sintesis de osmolitos, poliaminas, reduccién del nivel de especies
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reactivas del oxigeno y/o la produccion de iones de transporte. Documentaron un
aumento significativo en el crecimiento de trigo inoculado con D. natronolimnaea
STR1 en comparacién con la planta de trigo sin inocular (control), tanto en
condiciones salinas como no salinas, asi como una mayor biomasa, elongacion en
las raices y aumento de los pigmentos fotosintéticos. D. natronolimnaea STR1

promueve el crecimiento de plantas con y sin estrés salino (19).

3.3. Mitigacioén del estrés salino en plantas de tomate.

Mayak et al (2004) evaluo la resistencia del tomate al estrés salino tras el tratamiento
con siete rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal con actividad ACC
desaminasa en presencia de 43 mM NaCl durante 7 semanas, el aislamiento con
mayor promocion de crecimiento fue identificado como Achromobacter piechaudii.
Esta bacteria aumento significativamente el peso fresco y seco de las plantulas de
tomate cultivadas en presencia de una sal de NaCl de hasta 172 mM. La bacteria
redujo la produccién de etileno por las plantulas de tomate, pero no redujeron el
contenido de sodio. Sin embargo, aumenté ligeramente la absorcion de fosforo y
potasio, o que puede contribuir en parte a la activacion de los procesos implicados
en el alivio del efecto de la sal. En presencia de sal, la bacteria aumenté la eficiencia
del uso del agua. Esto puede sugerir que la bacteria actie para aliviar la supresion
de sal de la fotosintesis. Sin embargo, el mecanismo detallado no fue dilucidado(20).

J. M. Dell’Amico y Margarita Parra (2005) evaluaron el efecto del estrés salino por
NaCl (100 mM), potencial osmético y crecimiento en dos cultivos de tomate (cultivar
INCA y cultivar Amelia, las plantas de tomate fueron cultivadas en condiciones de
hidroponia y en camara de crecimiento en ambiente controlado. Se evaluaron a los
8, 15y 22 dias de tratamiento salino de NaCl (100 mM). Mostraron que las plantas
del cultivar INCA presentaron concentraciones mayores de Cl en la raiz y menores
en las hojas con respecto al cultivar Amalia. Las variaciones en el potencial osmético
fueron tan definidas y estables como en el caso del contenido de ion CI. La tasa de

crecimiento indico adaptacién al estrés salino en las plantas del cultivar INCA, pero
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resultan mas sensibles a la salinidad en los primeros dias de estrés por NaCl y el
cultivar Amalia presenté una mayor sensibilidad al componente hiperiénico (21).

Morales et al, (2010) determino el comportamiento de plantas de tomate en distintos
tratamientos salinos, evalud el crecimiento de las plantas sometidas a tratamientos
con NaCl durante 264 h en una camara de crecimiento con fotoperiodo cada 13 h,
temperatura y humedad relativa. Las plantas fueron evaluadas en macetas con
arena silice sobre, se les adiciono solucion nutritiva de Hoagland. Realizo cuatro
tratamientos que fueron 0, 50, 100 y 200 mM de NaCl luego de concluir la aplicacién
del NaCl las plantas se dejaron en condiciones de solucién nutritiva durante 264 h
para evaluar la recuperacion. Se evaluaron a las 24, 48, 120 y 264 h de aplicados
los tratamientos la biomasa, conductancia estomatica, transpiracion, los potenciales
hidricos foliar, osmotico, de presion y la conductividad hidraulica .se reflejé una
disminucion significativa en las variables evaluadas, al incrementarse el contenido
de NaCl en el medio y se precis6 que a las 24 h de aplicados los tratamientos, no

se produjo ajuste osmotico (22).

Shimalia et al (2014) estudio, la capacidad de ACC deaminasa que contiene las
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal Pseudomonas fluorescens (YsS6),
Pseudomonas migulae (8R6), y sus mutantes deficientes en ACC deaminasa para
promover el crecimiento de la planta de tomate en ausencia de sal y bajo dos niveles
diferentes de estrés salino (165 mM y 185 mM) ) evidenciaron que los aislamientos
bacterianos de tipo salvaje (P. fluorescens YsS6 y P. migulae 8R6) promovieron
significativamente el crecimiento de la planta de tomate incluso en ausencia de
salinidad. Concluyen que la ACC desaminasa es directamente responsable del
comportamiento de las plantas de tomate en respuesta al estrés salino, por tanto en
uso de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal con actividad ACC
deaminasa tiene el potencial de facilitar el crecimiento de las plantas en terrenos
gue normalmente no son adecuados para la mayoria de los cultivos debido a su alto

contenido de sal (23).
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Las rizobacterias tienen la capacidad de promover el crecimiento de tomate bajo
condiciones de salinidad. Mayak et al encontr6 que Achromobacter piechaudii
aumento significativamente el peso fresco (49,6%) y seco (60,8%) de plantulas de
tomate cultivadas en presencia de 172 mM deNaCl. Shimaila et al, encontré que la
inoculacion de P. fluorescen aumenté significativamente el peso fresco (300 Y
464,5%) y seco (151,4 y 156%), asi como la inoculacién de P. migulae present6 un
incremento en peso fresco (384,8 y 616,9%) y seco (245,7 Y 336%) de plantulas de
tomate cultivadas en 165 y185Mm. EI mecanismo de accion descrito por los autores

fue la capacidad de la cepa en producir la enzima ACC desaminasa (20,23).
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4. MARCO TEORICO

4.1 Importancia del cultivo de tomate en Colombia.

La horticultura puede generar ingresos importantes, si se proyecta adecuadamente
la comercializacién en el mercado nacional e internacional. La hortaliza que mas se
cultiva en el mundo es el tomate, con gran importancia econémica, por tanto, la
demanda aumenta continuamente junto al cultivo, produccién y comercializacion. El
tomate puede cultivarse durante todo el afo, pero las heladas y el calor excesivo
pueden dificultar el buen desarrollo (5). Ademas, comprende un valor nutricional
importante porque es fuente de vitaminas, minerales, proteinas, hidratos de

carbono, fibra, acido folico, acido tartarico, acido succinico y &cido salicilico (24).

En el afio 2012 se produjeron 161.793.834 T de tomate a nivel mundial. China es el
principal productor con 50.000.000 T, seguido por India con 17.500.000 T, Estados
Unidos con 13.206.950 T, Turquia con 11.350.000 T y Egipto con 8.625.219 T. En
el aflo 2013 Colombia produjo 412.351,2 T. Las zonas de mayor produccion son
Norte de Santander, Antioquia, Boyaca, Santander y Cundinamarca. En el afio 2015
Colombia contaba con 2.869.913 ha sembradas. Si bien se cultiva tomate en mas
de cien paises tanto para consumo fresco como para industria, los diez principales
productores concentran mas del 70% del total mundial. Colombia ocupa el puesto

No. 32 en la producciéon mundial de tomate (24).

4.2 Cultivo de tomate.

El tomate (Lycopersicum esculentum) se origin0 en Sudamérica extendiéndose a
nivel mundial (2). El tomate se cosecha luego de 45-55 dias de la floracién, presenta
colores que varia de amarillo a rojo, al igual que sus tamarfos dependen del tipo de

variedad y las condiciones a las que se someten (2).

21



Las plantas de tomate tienen una raiz de aproximadamente de 50 cm de
profundidad, produce raices densas tanto laterales como adventicias. El tallo crece
a una longitud de 2-4 metros es solido, grueso, afelpado y glandular acompafiado
de hojas de 15-50 cm de largo y 10-30 cm de ancho. La flor del tomate mide de 1,5-
2 cm de didmetro y crecen frente o entre las hojas. El fruto del tomate es una Baya
carnosa, de forma globular, de 2-15 cm de diametro. El fruto inmaduro es verde y
los maduros pueden variar de amarillo, naranja a rojo. Las semillas son numerosas,
en forma de rifidn o pera, son gamuzadas, de color marron claro de 3-5 mm de largo
con 2-4 mm de ancho, tienen un peso aproximado de 2,5 - 3,5 g por 1.000 semillas
(2). El tomate se adapta a distintos climas, pero el tejido se afecta a temperatura
inferiores de 10°C o superiores a 38°C. El crecimiento éptimo del tomate es de 21-
24°C (2).

La siembra del tomate se elabora preferiblemente en condiciones de invernadero,
semilleros o en bandejas de plantulas, lo que permite un mejor control, seleccién y
cuidado de las mismas. El cultivo de tomate no es exigente en el tipo de suelo, pero
prefiere los suelos con altos niveles de retencion de agua y buen porcentaje de
nutrientes, se desempefia bien en pH &cidos de 5,5 (25).

4.3 Lycopersicum esculentum

Es una planta herbacea que puede desarrollarse de forma rastrera, semirrecta o
erecta. El sistema radicular consta de raiz principal (corta y débil), raices
secundarias (numerosas y potentes) y raices adventicias. El tallo principal posee un
grosor que oscila entre 2-4 cm en la base, en el que se desarrollan hojas, tallos
secundarios, inflorescencias y frutos. La hoja es compuesta e imparipinnada, con
foliolos peciolados, lobulados y con borde dentado y recubiertos de pelos
glandulares. Las hojas se disponen de forma alternativa sobre el tallo. La flor es

regular e hipégina y consta de 5 0 mas sépalos, de igual numero de pétalos de color
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amarillo y dispuestos de forma helicoidal a intervalos de 135° e igual numero de
estambres soldados que se alternan con los pétalos y forman un cono estaminal
gue envuelve al gineceo, y de un ovario bi o plurilocular. Las flores se agrupan en
inflorescencias de tipo racimoso (dicasio), generalmente en nimero de 3 a 8 en
variedades comerciales de tomate calibre mediano y grande. El fruto puede alcanzar
entre unos pocos miligramos y 600 gramos. Esta constituido por el pericarpio, el

tejido placentario y las semillas (26).

4.4 Riz6sfera

Se le denomina rizésfera a la zona del suelo que rodea y es influenciada por la raiz
de la planta. Esta area sostiene intensa actividad biolégica y quimica por los
compuestos exudados propios de la raiz y microorganismos que se alimentan de
estos (27). A medida que crecen las raices liberan compuestos solubles en el agua
como aminoacidos, azucares y acidos organicos que son metabolizados por los
microorganismos o disponibles para la planta. Todas esas caracteristicas hacen de

la riz6sfera un medio ambiente mas dinamico del suelo (27).

4.5 Rizobacterias.

Las plantas constituyen excelentes habitats microbianos. Las raices se desarrollan
en un medio cuya humedad es poco variable con concentraciones de nutrientes
altas, constituyendo un ambiente ideal para la accidon microbiana (28). Las bacterias
que colonizan la raiz y el suelo rizosférico son denominadas “rizobacterias” (29).
Estas bacterias pueden desarrollarse en diferentes partes de la planta, una de las
zonas con principal actividad microbiana en los cultivos es la rizésfera, creandose
interacciones beneficiosas entre vegetales y microorganismos influyendo sobre la
biologia y la quimica del suelo; entre estas interacciones encontramos la excreta de

exudados por la raiz de las plantas formados por azucares, mucigel, acidos
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organicos y aminodcidos, lo cual crea un medio selectivo para la existencia de
grandes poblaciones microbianas, que aprovechan estos exudados y retribuyen a

la planta ampliando la capacidad de absorber nutrientes (28,30).

Las rizobacterias se caracterizan por ser versatiles en la transformacion,
movilizacion, y solubilizacion de diversos nutrientes. La presencia de rizobacterias
implica una mayor disponibilidad de elementos quimicos en comparacion con los
suelos que no presentan una alta actividad microbiana (31), por tanto, las
rizobacterias son cruciales para la fertilidad del suelo (30) ya que presentan una
asociacion dinamica con los ciclos biogeoquimicos de los elementos como el C, P,

Ny S, ademas, de la produccion de fitohormonas y antibiéticos (26).

Las rizobacterias establecen interacciones positivas, negativas y neutras con la
vegetacion y se pueden clasificar como, rizobacterias extracelulares relacionadas
con el estimulo indirecto del crecimiento de las plantas o rizobacterias intracelulares
gue estimulan el crecimiento de las mismas en funcién de una estrecha interaccion

con las plantas (32).

Los usos de métodos biolégicos para mejorar la produccién de cultivos estan
ganando una amplia acogida entre los agricultores con el fin de mejorar el
rendimiento de los cultivos (33), debido al impacto negativo sobre el medio ambiente
y al alto precio en el mercado internacional que mantienen los fertilizantes y
pesticidas quimicos. Las bacterias de la rizésfera pueden emplearse como un
reemplazo de agentes quimicos y téxicos para el ambiente, genera una solucion a

los problemas ambientales causados por la agricultura intensiva tradicional (28).

4.6 Rizobacterias Promotoras de crecimiento vegetal.
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Kloepper (1978) demostré que las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
aumentan el crecimiento vegetal, incrementa la defensa frente a microorganismos
gue causan patologias en las plantas (34), mejoran la asociacién simbidtica (30),

aumentan la biomasa y colonizan raices (35).

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal producen una sintesis de
hormonas reguladoras del crecimiento vegetal. Tien et al., (1979) (36) determinaron
gue el incremento de fitohormonas favorece el crecimiento de laraiz y la parte aérea
de la planta. Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal mantienen efectos
similares a los tratamientos con fitohormonas (35) como la produccion de auxinas y
giberelinas, convirtiéndose en una alternativa amigable para los cultivos sin

ocasionar daios ambientales .

4.7 Mecanismos de accion

4.7.1 Fijacién de nitrégeno

La atmosfera esta rodeada por casi un 80% de N, pero es un factor que limita el
crecimiento vegetal ya que no esta disponible en forma gaseosa y solo algunos
organismos procariotas tiene la posibilidad de reducirlo a NH3 por medio de la
fijacion biolégica de nitrégeno (37).

Los microorganismos fijadores de nitrdgeno o diazotrofos llevan a cabo este proceso
por medio del complejo enzimético de la nitrogenasa, capacidad que llevan a cabo
en vida libre o en simbiosis (38). Los microorganismos simbi6ticos fijadores de
nitrdgeno se dividen en dos grupos. El primer grupo pertenece a bacterias méviles
del suelo, las cuales son atraidas por la raiz gracias a los compuestos que se liberan
alli. El segundo grupo se conforma por Actinomicetos (bacterias Gram-positivas)
que modulan raices de muchos arboles y arbustos (39).
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4.7.2 Solubilizaciéon de Fosfatos

El P es un nutriente de gran importancia que interviene en el crecimiento vegetal;
puede encontrarse en grandes cantidades en el suelo, en forma organica e
inorganica (40,41). La mayoria del P disponible en el suelo es insoluble (42), la
disponibilidad de este elemento para las plantas es baja en sus formas solubles;
monobéasica H2POs*! y dibasica HPOs4?, ya que se mantienen en bajas
concentraciones (43).

Algunas bacterias rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal presentan la
capacidad de solubilizar fosfatos a partir de compuestos inorganicos u organicos,
mediante el uso enzimas como: las fosfatasas no especificas, fitasas, fosfatasas y
C-P lipasas (44). Otro mecanismo usado por los microorganismos para la obtencion
de este nutriente es la liberacion de acidos organicos, con capacidad de quelar el
fosforo disponible en el suelo utilizando los radicales hidroxilo y carboxilo (45,46).
Las enzimas C-P lipasas solubilizan fosforo a partir de componentes organicos del
suelo, actian sobre el enlace carbono-fosforo de los compuestos organofosforados.
La liberacion de las formas solubles a partir del fosforo mineral, se realiza con la
producciéon de acidos organicos como el acido glucénico o 2-cetogluconico, la
bioproduccién depende de la fuente de carbono disponible en la rizésfera (47).
Generalmente los 4cidos mas empleados en la solubilizacion del fésforo son acido
nitrico y el sulfarico. Diversas rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal son
capaces de solubilizar fésforo triciclico por la produccion de acidos mediante la

siguiente reaccion:

Casz (PO4)? + 2HNO3 = 2CaHPO4 + Ca (NO3)
Fosfato triciclico + Acido nitrico = Fosfato de calcio + nitrato de calcio (48).

El P constituye la base para los &cidos nucleicos, el transporte de azucares a través

de la membrana e innumerables usos para los organismos vivos. En el suelo

encontramos el fosfato como iones orto-fosfato, procedente de la mineralizacion de
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materiales organicos. La ausencia de este elemento en el suelo constituye un mayor
problema para las plantas en relacién con el crecimiento (48).

Entre las bacterias rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal con capacidad
de solubilizar fosfatos se encuentran los géneros Achromobacter sp., Acinetobacter
sp., Azospirillum lipoferum., Burkholderia sp., Flavobacterium sp., Microccocus sp.,
Microbacterium sp., Serratia, Beijerinckia sp., asi como las especies: Azotobacter
chroococcum, Bacillus circulans, Cladosporium harbarum, Bradyrhizobium
japonicum, Enterobacter agglomerans, Pseudomonas putida, Pseudomonas

chlororaphis, Rhizobium leguminosarum (49).

4.7.3 Acido Indolacético.

El 4cido indolacético es una de las auxinas de mayor actividad, estimula el
crecimiento del tallo principal y reduce el crecimiento de ramales laterales (50).

La mayoria de moléculas que integran este grupo son derivados indolicos, pero
también se encuentran otros compuestos con actividad auxinica. Las auxinas
generan mayor elongacién del tallo y coledpteros, formacion de las raices, floracion

y diferenciacion vascular (51).

4.8 ESTRES SALINO.

La salinidad es un estrés abiético complejo, que a la vez presenta componentes
osmaticos e ionicos. Concentraciones elevadas de sales en el medio radical son
poco favorables para el desarrollo de la planta, debido a los efectos hiperosmaticos
e hiperidnicos que generan estrés a la planta (52). Defectos en la autorregulacion,
tanto hidrica como ionica, provoca graves dafios moleculares, que detienen el
crecimiento de la planta, ya que, se restringe la absorcién de agua por las raices
por disminucién del potencial hidrico del medio, ademas, de la absorcién de iones

salinos, acumulandose en los tejidos de la planta en concentraciones que llegan a
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ser toxicas e inducen a desequilibrios nutricionales por modificacion de la absorcion

y distribucion de nutrientes esenciales (52).

Dada a condiciones de salinidad en el medio ‘pueden afectarse tres procesos de
germinacion de la plantula, como lo son la imbibicion del agua, activacion y/o
sintesis de enzimas relacionadas con el transporte de nutrientes, sustancias al eje

embrionario y crecimiento activo (22).
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5. DISENO METODOLOGICO

Efecto de la inoculacion de rizobacterias sobre plantulas de tomate (Lycopersicum esculentum) crecidas bajo
estrés salino.

Tamizaje
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Fig. 1 Diagrama general del disefio metodologico
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5.1 DISENO DE INVESTIGACION

1. TIPO DE INVESTIGACION: Trabajo de tipo experimental

2. LUGAR: Este proyecto se desarrollo en los laboratorios de investigacion en
la Universidad Antonio Narifio.

3. UNIVERSO: Rizobacterias asociadas a plantas.

4. POBLACION: Rizobacterias en plantulas de tomate y lechuga.

5. MUESTRA: 11 rizobacterias aisladas de cultivo de lechuga, 22 aisladas de
cultivo de papa y dos controles Pseudomonas aeruginosa (PAQO) y
Azospirillum lipoferum. (AZP) Un total de 35 cepas proporcionadas por el

cepario de la Universidad Antonio Narifio.

5.2 HIPOTESIS: Existen rizobacterias que promueven el crecimiento en tomate y
mitigan el estrés salino mediante mecanismos como la produccion de AlA, la

solubilizacion de fésforo y la fijacién de nitrégeno.

5.3 PROCEDIMIENTO POR OBJETIVO.

5.3.1 Objetivo 1.
Seleccionar rizobacterias con actividad promotora de crecimiento en plantulas de

tomate (Lycopersicum esculentum) bajo condiciones de invernadero.

- Variable independiente: Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal.

- Variable dependiente: Peso seco vastago, peso seco raiz y peso seco total.

- Indicador: incremento porcentual del peso seco respecto al control negativo.
Técnicas A partir de las 35 cepas, 11 de la rizésfera en lechuga, 22 de papa y dos
controles PAO y AZP. Se realizaron bioensayos en condiciones de invernadero de
promocién de crecimiento en plantulas de tomate variedad Rio Grande y se

evaluaron parametros de crecimiento como peso seco de la raiz, vastago y total.
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Nota: La metodologia de este objetivo se empled en el objetivo dos de mitigacion

de estrés salino.

e Aislamiento y pureza.
Las cepas se conservaron -20°C en caldo nutritivo con glicerol al 50%. Los
aislamientos fueron reactivados en agar nutritivo. Se incubaron por 24 h a 37°C.
Posterior al tiempo de incubacion, se observé crecimiento uniforme de las unidades
formadoras de colonia (UFC) en el medio de cultivo, se realizé tincion de Gram de

cada una de las cepas para verificar la pureza de las mismas.

e Preindculo.
Se evaluo la pureza de la cepa e inoculé una UFC de los aislamientos en 5 ml de

caldo nutritivo en tubos Falcon, se dejo en incubacion por 18 h a 37 °C a 200 rpm.

e Ajuste del in6culo.
Pasadas las 18 h se verifico turbiedad en caldo nutritivo. El tubo Falcon se centrifugo
a 7.500 rpm durante 5 min. Se retiré el sobrenadante y se re suspendio el pellet en
5 ml de Agua Destilada Estéril (ADE).

En un espectrofotbmetro se realizd el ajuste del in6culo a 600 nm usando como
blanco ADE. El indculo se ajust6é a 0,2 absorbancias. En condiciones estériles se
tom6 1 ml del pre in6culo para el primer ajuste frente al espectrofotometro, se
colocaron los ml de ADE necesarios para ajustar a 0,2 absorbancias. En
condiciones estériles se tom6 1 ml del pre-inéculo de la cepa, se agregd igual
volumen de ADE utilizada en el primer tubo Falcon en condiciones no estériles frente
el espectrofotébmetro, de esta forma el in6culo queda a 0,2 absorbancias a 600 nm

en todas las muestras.

e Lavado de Semillas.
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Se utilizaron semillas variedad Rio Grande, para retirar el fungicida y garantizar la
ausencia de otros microorganismos se realizaron tres lavados con ADE, se lavé con

alcohol al 30% durante un 1 min y finalmente tres lavados con ADE.

e Siembra.
En turba estéril se sembraron cuatro semillas en cada espacio de un semillero de

128 pozos, se regaron con abundante agua.

e Riego.
Diariamente se agregaron 2 ml de agua (capacidad de matera) para evitar
escorrentia, pero suficiente agua para mantener la humedad del sustrato y evitar el

estrés hidrico en la planta.

e Raleo, trasplante e inoculacién.
Se dejd una sola plantula con hojas verdaderas. Esta se trasplant6 a suelo no estéril

y se agreg6 1 ml del in6culo en turba y otro 1 ml en suelo.

e Recoleccion de muestras.
El muestreo se realizé cuando las plantulas presentaron mas de dos hojas
verdaderas. Se retir0 el suelo de la raiz con agua de grifo. Las plantulas se dividieron
la parte aérea y radicular. Se colocaron en bolsas de papel Kraft y se secaron a

50°C por 3 dias. Se midié el peso seco de la parte aérea, raiz y peso seco total.
e Andlisis estadistico.
Se realiz6é un analisis de varianza para determinar diferencias entre las medias de

peso seco de vastago, raiz y total, luego de comprobar los supuestos de ANOVA.
Este andlisis se desarroll6 con el programa estadistico MiniTab.

5.3.2 Objetivo 2
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Determinar la respuesta al estrés salino de plantulas de tomate al inocularse con

rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal.

- Variable independiente: Mejores rizobacterias seleccionados.
- Variable dependiente: Peso seco de vastago, peso seco de raiz y peso seco total.
- Indicador: Porcentaje de incremento respecto al control.

Técnicas:

A partir de las cepas seleccionadas en el objetivo 1, se realizd6 un bioensayo bajo
condiciones de invernadero, en plantulas de tomate sometidas a estrés salino. Se
tomé como parametros de crecimiento: peso seco de vastago, raiz y total; se
evaluaron los datos obtenidos respecto al control negativo. Se llevaron cuatro

procesos que permitieron evaluar el efecto de rizobacterias:

1. Siembra de semillas de tomate. Siembra semillas en el sustrato para
el crecimiento de plantulas

2. Inoculacion de las plantulas. Adicion de los aislamientos a semillas
de tomate.

3. Tratamiento salino: Se proporcioné a las plantulas de tomate
tratamientos salinos de 50, 100 y 200 mM de NacCl.

4. Muestreo. Se retir6 el suelo la raiz de la plantula, se tomaron los datos

para el andlisis estadistico.

Se realiz6 la metodologia propuesta en el objetivo nimero uno desde el ajuste del

in6culo hasta el raleo trasplante e inoculacién.
e Tratamientos salinos.

Las plantulas con méas de dos hojas verdaderas se sometieron a 50, 100 y 200 mM

de NaCl con solucion Hoagland. Al control negativo solo se le agrego Hoagland.
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e Recoleccion de muestras.
Después de un mes de aplicar el tratamiento salino se retir6 el suelo de la raiz, la
plantula se separ6 en la parte aérea y radicular y se puso a secar a 50°C por 3 dias,

se midio el peso seco del vastago y la raiz.

5.3.3 Objetivo 3

Caracterizar los mecanismos de accion de las rizobacterias con actividad promotora

de crecimiento en plantulas de tomate.

- Variable independiente: Rizobacterias seleccionadas.

- Variable dependiente: Solubilizacién de fosfato, fijacion de nitrégeno y acido indo

acetico

- Indicadores:

*Solubilizacion de PO4

Cualitativo: Presencia del indice de solubilizacion.

Cuantitativo: Solubilizacion de fosfatos, pH acido.

* Fijacion de Nitrégeno

Cualitativo: Crecimiento y viraje del medio solido.

Cuantitativo: Aerdfilas: Turbidez del medio liquido.
Microaerdfilas: Formacion de pelicula (crecimiento bacteriano) y
deteccion de NH4".

*Acido indo acético

Cualitativo: Reaccion colorimétrica con reactivo de Salkowsky.

Cuantitativo: Cuantificaciéon mediante espectrofotometria

Técnicas Se realizaron pruebas cualitativas y cuantitativas para determinar la

solubilizacion de fosfatos (POa), fijacion de nitrogeno y acido indolacético.
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5.3.3.1. Actividad Solubilizadora de Fosfatos.

Método Cualitativo.

Se realizé el ensayo en medio sélido SRS con controles positivo (PAO y AZP) y
control negativo (medio sin inocular). De cada cepa se tomo una colonia de 48 horas
de crecimiento en agar Nutritivo, se sembrd por puncion en medio SRS, se incubo
a 37°C por cinco dias. Luego, se registro la acidificacion del medio, el diametro de

las colonias y los halos de solubilizacion. Cada aislamiento se evalué por triplicado

Método Cuantitativo.

Las rizobacterias que solubilizaron el fosfato en el medio SRS solido se evaluaron
en medio liquido. Se realizé un pre-in6culo en caldo nutritivo, se ajusto el indculo a
0,2 Abs 600nm, se agregaron 0,3 ml del inéculo ajustado y 7,0 ml de medio liquido
SRS (sin indicador de pH) a un tubo Falcon de 50 ml. Los tubos se incubaron a 37°C
por 8 dias a 200 rpm. Posteriormente, se midid el pH, biomasa y fosfato soluble
(PO43) por espectrofotometria a 420 nm. Cada aislamiento se evalué por duplicado.

5.3.3.2 Fijacion de nitréogeno:

Método cualitativo.

Para estimar la actividad fijadora de nitr6geno, se realiz6 un ensayo en medio sélido
carente de nitrogeno con una fuente combinada de carbono (NFb), donde solo
crecen microorganismos con el sistema enzimatico para reducir el nitrégeno
atmosférico. Las cepas seleccionadas en el primer bioensayo se activaron en Agar
Nutritivo por 24 horas. Las colonias se sembraron por estria en la superficie del agar
NFb, se incubaron por 5 dias a 37°C, luego se observé crecimiento y el viraje del

medio.
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Método Cuantitativo.

Diazotrofos Aerdbicos.

Los aislamientos positivos para crecimiento en NFb se activaron en caldo nutritivo,
se ajusto el indculo a 0,2 Abs (600nm), se agregaron 0,2 ml del ajuste con 7,0 ml de
medio liquido NFb (sin indicador de pH), en tubos Falcon de 50 ml; se incubo a 37°C
por 5 dias a 200 rpm. Posteriormente, se observo viraje del medio y turbidez. Se
determiné la biomasa mediante peso seco del pellet. EI NH4 liberado al medio se

cuantifico por espectrofotometria a 525nm.

5.3.3.3Acido indolacético.

Medicién cualitativa.

Se siguiod la metodologia propuesta por Glickmann 1995 y Dobbelaere 1999. Las
cepas se sembraron en agar nutritivo suplementado con L-tript6fano durante 48
horas. Luego, se coloco papel de nitrocelulosa estéril en la superficie de las colonias
bajo oscuridad se incubaron por 24 horas mas, se retiré el papel y se adicionaron
dos gotas del reactivo de Salkowsky. Una reaccidon positiva se observa una

coloracién rosada que nos indica presencia de indoles.
Medicion cuantitativa.

Se prepard un pre inéculo en 5 ml de caldo nutritivo, se incubd a 37°C por 24h a
150 rpm. Se evalu6 cada cepa por triplicado. Se centrifugaron los tubos Falcon a
6500 rpm por 5 min a temperatura ambiente, se ajusto el indculo bacteriano a una
densidad 6ptica de 0,2 + 0,05 a 600 nm en ADE.

Se adiciono 100 pl del in6culo en frascos ambar (mantener oscuridad durante el

periodo de incubacion, asi evitar la degradacion del AIA) en 9 ml de caldo nutritivo
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suplementado con 1 ml de L-triptéfano 0,3mM. Se Incubo a 37°C con a 150 rpm por
3 dias (72 horas).

Posteriormente se dispenso 1ml de muestra en tubos Eppendorf de 1.5ml, se
centrifugo a 10.000 rpm por 2 min. En un tubo Eppendorf se agrega 700ul del
sobrenadante con 700ul del reactivo de Salkowsky. Se dejo reaccionar 30 min en

oscuridad.

Leer absorbancia a 540 nm en espectrofotometro. A las lecturas superiores a 1
absorbancia se realizo dilucion del sobrenadante en medio de crecimiento. El blanco
es caldo nutritivo suplementado con 1 ml de L-triptéfano 0.3mM con Reactivo de
Salkowsky. Se realizé la cuantificacion de acido indolacetico a través de la curva de

calibracion.

El control positivo es la cepa Azospirillum lipoferum. El testigo es caldo nutritivo

suplementado con L-triptéfano sin indculo alguno.
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5. RESULTADOS.

5.1 Seleccionar rizobacterias con actividad promotora de crecimiento en

plantulas de tomate bajo condiciones de invernadero.

Se realizaron cinco bioensayos en plantulas de tomate para evaluar la promocién
de crecimiento vegetal; se evalud en crecimiento en plantulas de tomate; el primer
ensayo se realiz6 inoculando previamente la semilla y sembrandola directamente
en suelo no estéril (anexo 10), el segundo ensayo se inocularon las semillas de
tomate con las rizobacterias y se sembraron en turba estéril (anexo 11) el tercer
ensayo se sembraron las semillas en suelo , luego de observar el crecimiento de
las plantulas hasta las hojas verdaderas y se realizd el inoculo (anexo 12), el
cuarto ensayo se realiz6 en semilleros una siembra de plantulas de tomate , hasta
tener hojas verdaderas y se realiz6 el trasplante a suelo no estéril ( anexo 13) .el
quinto ensayo se realiz6 nuevamente el cuarto ensayo y se obtuvieron los
siguientes resultados que fueron seleccionados por la respuesta de promocion de

crecimiento vegetal :

Tabla 1. Efecto de lainoculacién bacteriana sobre el peso seco de vastago,
raiz y total en plantulas de tomate.

Morfotipos Vastago + LSD % Raiz £ LSD % Total + SE LSD
SE (mg) SE (mg) (mg)
TN26 4,33+0,17 a 235 1,37 £ 0,22 dcbase 71 5,70 £ 0,35 A 172
TN503 4,23 +0,15 a 227 1,43 +0,12 cba 78 M 5,67 £ A 171
0,26
TN333 4,20 + 0,09 a 225 1,15+0,25 fedcb 43 5,35+ 0,26 155
TN106 3,33+0,44 cb 158 1,67 £0,17 A 108 5,00 + 0,58 ba 139
59 A 3,10 £ 0,33 dcb 140 1,47 £ 0,21 ba 83 4,57+ 0,34 cb 118
76D 3,565+0,17 b 175 0,63 +0,13 kjih -21 4,18 £0,05 dcb 100
TN1035 3,14+0,11 dcb 143 1,04 £0,07 hgfedc 30 4,18+0,09 dc 100
TN62 3,15+ 0,35 dcb 144 0,95 + 0,15 kjihgfedcb 18 4,10 + 0,20 fedcb
59C 2,70+£0,13 fed 109 1,39+0,12 cha 73  4,09+0,16 dc
77 A 2,70 £0,10 hgfedc 109 1,30 £ 0,30 fedcba 62 4,00 + 0,40 gfedc
C31 2,93 £ 0,05 edc 127 1,05 +0,16 ihgfedc 31 3,98 £0,19 fedc
TN80 2,69+0,18 gfed 108 1,23+0,16 edcba 53 3,91 +0,20 fed
TN1034 2,38 £0,24 ihgfe 84 1,10+ 0,11 gfedcb 37 3,48 £ 0,29 hgfed
76B 2,62 +£0,22 hgfed 103 0,66 + 0,05 kjih -17  3,28+0,19 ihgfe
TN98 2,70 £0,14 gfed 109 0,55+0,11 k -31  3,25+0,16 jihg
PAO 2,22 +0,36 jihg 72 0,93+ 0,14 jihgfed 16 3,15+ 0,48 kjihg
AZP 2,18 £0,24 jih 68 0,90 + 0,21 kjihgfed 12 3,08 £0,34 Ikjih
TN42 2,05 + 0,05 kjih 58 1,00 + 0,10 kiihgfedcb 25  3,05+0,05 lkjihgf
TN152 2,22 +£0,26 jingf 72 0,82 + 0,08 kjihgf 2 3,04 £ 0,26 Ikjih
C47 A 1,87 £0,18 Kji 44 1,13+0,11 fedcb 41 3,00 0,21 Ikjih
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TN8L 1,75 0,25 mikji 35 1,25+ 0,05 gfedcba 56 3,00£0,20  Ikjihg 43

77C 1,93 +0,05 Kji 49 1,03+0,15 ihgfedc 28 2,95+0,19 Ikjih 41
TN91 2,08 £ 0,08 jih 61 0,80 + 0,08 kjihgf 0 2,88 £0,15 Ikjih 31
TN65 1,90 £ 0,26 kji 47 0,90 + 0,06 kjihgfed 12 2,80 £ 0,32 Ikjih 33
TN67 1,93+ 0,05 Kji 49 0,88 £0,21 kjihgfe 10 2,80 +0,23 Ikjih 33
TN107 1,95 +0,05 kjih 51 0,80 + 0,20 kjihgfe 0 2,75+0,25  nmlkjih 31
TN14 1,63 +0,09 mlkj 26 1,07 £ 0,07 ihgfedcb 33 2,70+0,10 mlkjih 29

77D 2,07 +£0,07 jih 60 0,60 0,17 Kjih 25  2,67+0,19 mlkjih 27

76C 1,65+0,15 mlkji 27 0,95 £ 0,05 kjihgfedcb 18 2,60+0,10 nmlkjih 24

59D 1,77 +0,12 mlkji 37 0,80 + 0,06 kjihgfe 0 2,57+0,18 nmikji 22

59B 1,75+0,21 mlkj 35 0,80 + 0,08 kjihgf 0 2,55+0,27 nmlkj 22
TN68 1,42 +0,16 mlk 10 1,04 +0,12 hafedc 30 2,46 £ 0,15 nml 17
TN89 1,93+0,15 kji 49 0,53+0,11 kj -33  245+0,16 nmlk 17

77B 1,70 +0,23 mlkj 31 0,70 £ 0,09 kjihg -12 2,40+0,25 nml 14

C- 1,29+0,10 m 0 0,80 +£0,11 kjihg 0 2,09 £0,15 nm 0
TN151 1,20 + 0,06 mi -6 0,57 £0,12 Kj -28  1,77+0,18 n -15

(%): incremento porcentual relativo con respecto al control negativo, (SE): Error estandar, (LSD): Comparacion de medias por
la prueba de diferencias minimas significativas, (C-): Control negativo, plantas sin inocular (PAO): P. aeruginosa, (AZP):
Azospirillum sp

Treinta y cinco rizobacterias se evaluaron en plantulas de variedad Rio Grande bajo
condiciones de invernadero, 11 aisladas de la rizésfera de lechuga, 22 de papay
dos controles positivos (PAO y AZP). Como parametros de crecimiento se tomaron
los pesos secos de raiz, vastago y total de la plantula.

Se evidenciéevidencié que 34 aislamientos generaron aumento de peso seco en
vastago, 28 en raiz y 34 en el peso seco total; corresponde a: 97.1%, 80% y 97.1%
respectivamente (Tabla 1). Con respecto al incremento de peso seco de vastago,
tres aislamientos incrementaron mas del 200%, dos aislamientos en un rango entre
150-200%, nueve entre 100-150%, ocho entre el 50-100% y 12 de 0-50%. En el
incremento de peso seco de raiz, un aislamiento incremento mas del 100%, siete
aislamientos entre 50-100% y 19 de 0-50%. Siete aislamientos estuvieron por
debajo del control negativo con un -12 a -33%. En el peso seco total, tres
aislamientos incrementaron entre 150-200%, cuatro entre 100-150%, nueve entre
el 50-100%, 18 de 0-50%. El tratamiento TN151 estuvo por debajo del control
negativo con -15%.

52. Determinar la respuesta al estrés salino en plantulas de tomate al

inocularse con PGPR.
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Los cuatro mejores aislamientos en las variables de peso seco en vastago, raiz y
total TN503, TN333 y TN106, representados en la Tabla 1 se evaluaron a 0 mM, 50
mM, 100 mM y 200 mM NaCl en plantulas de tomate.

Los aislamientos TN106 y TN 503 obtuvieron mayor incremento en peso seco de
vastago raiz y total (61,62-59,73 %) representadas con LSD a (Tabla 2). El
aislamiento TN26 present6 el menor incremento 13,8, 95,4 y 24,3% en los pesos
secos de vastago, raiz y total respectivamente. Este tratamiento presento resultados

similares al control Azospirillum sp y al control negativo representados con LSD b.

Tabla 2. Crecimiento de plantulas de tomate al inocularse con PGPR sin
estrés salino.

Morfotipos Vastago + LSD % Raiz +SE LSD % Total +SE LSD %
SE (mg) (mg)
(mg)
TN106 4,62 £0,11 a 41,72 1,36 £ 0,1 A 209,09 5,98 £ 0,15 a 61,62
TN503 4,57 +£0,3 a 40,18 1,34 +0,19 A 204,55 5,91 + 0,49 a 59,73
PAO 3,74 £ 0,45 b 14,72 0,86 + 0,05 B 95,45 4,6 £0,47 cb 24,32
TN26 3,71+0,17 b 13,80 0,84 + 0,07 C 90,91 4,55 + 0,23 cb 22,97
TN333 3,98 £ 0,39 ba 22,09 0,46 + 0,06 B 4,55 4,44 + 0,44 b 20,00
AZP 3,41+ 0,33 b 4,60 0,47 £0,12 C 6,82 3,88 £ 0,36 cb 4,86
C() 3,26 £0,14 b - 0,44 + 0,07 C - 3,7+0,17 c

(%): incremento porcentual relativo con respecto al control negativo, (SE): Error estandar, (LSD): Comparaciéon de
medias por la prueba de diferencias minimas significativas, (C-): Control negativo, plantas sin inocular (PA0): P.
aeruginosa, (AZP): Azospirillum sp

Tabla 3. Crecimiento de plantulas de tomate inoculadas con PGPR a 50
mM NacCl

Morfotipos Vastago + SE LSD % Raiz +SE LSD % Total +SE LSD %
(mg) (mg) (mg)

PAO 4,73 + 0,005 a 49,68 0,64 +0,05 b 77,78 5,36 a 52,27
TN106 3,79 £ 0,05 b 19,94 1,49 +0,08 a 313,89 5,28 a 50,00
TN503 3,43 +0,03 c 8,54 0,37 £ 0,02 c 2,78 3,80 b 7,95

C(-) 3,16 + 0,09 d 0 0,36 + 0,05 cb 0 3,52 cb 0
TN26 2,78 £0,1 d -12,02 0,58 +0,04 b 61,11 3,36 cb - 4,55
TN333 2,84 + 0,09 d -10,12 0,29 +0,04 c -19,44 3,13 c -

11,08

AZP 2,63 0,54 bed -16,77 0,39+0,1 cb 8,33 3,01 cb -

14,49

(%): incremento porcentual relativo con respecto al control negativo, (SE): Error estandar, (LSD): Comparacion de
medias por la prueba de diferencias minimas significativas, (C-): Control negativo, plantas sin inocular (PA0): P.
aeruginosa, (AZP): Azospirillum sp

El aislamiento TN106 obtuvo incremento en plantulas de tomate sometidas a 50 mM

NaCl en peso seco de vastago (19,9) raiz (313,8) y total (50,0%). PAO presento
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incremento e a promocién de crecimiento vegetal similar a el aislamiento TN 106,
Mientras que los aislamientos TN 26, TN 333, AZP presentaron valores similares al

control negativo representado con LSD cb en el peso seco total.

Tabla 4. Crecimiento en plantulas de tomate inoculadas con PGPR a 100
mM NacCl.

Morfotipos Vastago + SE LSD % Raiz + SE LSD % Total +SE LSD %
(mg) (mg) (mg)

TN503 4,54 + 0,31 a 59,86 1,00 + 0,07 b 127,27 5,54 + 0,37 a 68,90
PAO 4,36 + 0,09 ba 53,52 1,33+0,15 a 202,27 5,69 + 0,12 a 73,48
TN26 4,02 £0,2 cb 41,55 0,49 +0,04 d 11,36 4,51 + 0,23 b 37,50
AZP 3,53+0,19 c 24,30 0,50 + 0,04 [ 13,64 4,03 +0,17 cb 22,87

C(-) 2,84 +0,12 d 0 0,44 £ 0,03 cd 0 3,28+0,11 d 0
TN106 2,83+ 0,05 d -0,35 0,37+0,02 d -15,91 3,20 £ 0,06 d -2,44
TN333 2,77 £0,12 d -2,46 0,64 +0,04 c 45,45 3,41+0,11 dc 3,96

(%): incremento porcentual relativo con respecto al control negativo, (SE): Error estandar, (LSD): Comparacion de
medias por la prueba de diferencias minimas significativas, (C-): Control negativo, plantas sin inocular (PAO): P.
aeruginosa, (AZP): Azospirillum lipoferum

Los aislamientos TN 503, PAO Y TN26 fueron estadisticamente significativo en el
peso seco de vastago, raiz y total. promoviendo el crecimiento vegetal de las
plantulas de tomate a una concentracion de 100mM NaCl. Mientras que los
aislamientos TN 33 Y TN 106 fueron estadisticamente poco significativas en

comparacion de medias con el control negativo.

Tabla 5. Crecimiento de plantulas de tomate inoculadas con PGPR a 200 mM NacCl.

Morfotipos Vastago + SE LSD % Raiz +SE LSD % Total +SE LSD %
(mg) (mg) (mg)
TN503 4,97 +0,35 a 28,42 1,10 £ 0,08 a 103,70 6,07 a 37,64
TN106 4,28 +0,16 ba 10,59 1,02 £0,04 a 88,89 5,30 ba 20,18
TN26 4+0,.2 cb 3,36 0,76 + 0,09 b 40,74 4,76 b 7,94
TN333 3,97 £0,29 cb 2,58 0,72 £ 0,09 ab 33,33 4,69 + 0,27 cb 6,35
PAO 3,95+0,22 cb 2,07 0,67 + 0,04 cb 24,07 4,62 +0,25 cb 4,76
C(-) 3,87 £0,29 cb 0 0,54 + 0,08 dc 0 4,41+0,3 dc 0
AZP 3,20+£0,3 € -17,31 0,35 + 0,03 d -35,19 3,55+ 0,29 d -19,50

(%): incremento porcentual relativo con respecto al control negativo, (SE): Error estandar, (LSD): Comparacion de medias por la
prueba de diferencias minimas significativas, (C-): Control negativo, plantas sin inocular, (PA0): P. aeruginosa, (AZP): Azospirillum
lipoferum

Los aislamientos TN503 y TN106 fueron significativos estadisticamente para las

cuatro variables analizadas en el peso seco en vastago, raiz y total en plantulas de
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tomate sometidas a 200 mM NacCl. El aislamiento TN 26 presento valor significativo
en el peso seco de la raiz y total, mientras que los controles PAO y Azospirillum

tuvieron valores similares estadisticamente al control negativo.

5.3 Caracterizar los mecanismos de accién de las rizobacterias con actividad

promotora de crecimiento en plantulas de tomate.

Produccién de acido indolacético (AlA).

Determinacion cualitativa y cuantitativa.

En la evaluacion cualitativa, la produccién de &cido indolacético de las rizobacterias
TN26, TN106, TN333, TN503 fue negativa, PAO dio una reaccion débilmente
positiva, se tomo6 como control positivo Azospirillum. Posteriormente, se realizd una

determinacién cuantitativa mediante espectrofotometria.

Fig. 2. Revelacion con reactivo Salkowsky de la prueba cualitativa de &cido
indolacético (AlA). Los morfotipos de interés se demarcan con un rectangulo rojo
los cuales no presentaron evidente de color, son presuntamente negativos, con
excepcion de PAO (P. aeruginosa) que se evidencio una reaccién débilmente
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positiva. AZP (Azospirillum lipoferum) es el control positivo de la prueba el cual

mostré un cambio de color a rosa intenso.

Tabla 6. Produccién de acido indolacetico por PGPR.

Aislamientos Método cualitativo  Concentracién de LSD
AIA +SE (ug/ml)
PAO + 13,74+0,63 a
AZP + 7,41+1,56 b
TN26 - 4,44+0,79 cb
TN106 - 1,58+0,07 d
TN503 - 0,94+0,29 dc
TN333 - 0,50+0,12 dc
C() - = =

(+): positivo, (-) negativo, (AlA): &cido indolacético (%): incremento porcentual relativo con
respecto al control negativo, (SE): Error estandar, (LSD): Comparacién de medias por la prueba de
diferencias minimas significativas, (C-): Control negativo, plantas sin inocular, (PAO): P.
aeruginosa, (AZP): Azospirillum lipoferum, control positivo

Los morfotipos PAO y Azospirillum lipoferum se utilizaron como control positivo
teniendo valores estadisticamente superiores la concentracion de auxinas. el
aislamiento que present6 estadisticamente relevante es la TN 26 (LSD:cb) con una
concentracion de 4,44 pg/ml, y los aislamientos TN 106 ,TN 503 Y TN 333
presentaron valores similares estadisticamente y de poca relevancia en la

produccion de acido indolacético.

Solubilizacion de fosfatos cualitativa y cuantitativa.

Los medios SRS evidenciaron solubilizacion de fosfatos por la presencia del halo
generado alrededor de la colonia sembrada. Se utilizO como control positivo
Azospirillum lipoferum; cuyo radio de solubilizacion fue de 150 mm. El ensayo es
positivo para todas las cepas de interés (TN26, TN106, TN333, TN503 y PAQO) que
acidificaron el medio y presentaron halo de solubilizacion. La solubilizacion de
fésforo estuvo acompafada de acidificacion del medio, detectada por el viraje de
color del indicador de pH, azul de bromo timol en las cepas solubilizadoras. Se

realizé a las cepas la prueba cuantitativa de produccion de POa,
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Enlatabla 7. Se observa el ensayo preliminar mediante el uso del medio SRS sélido
se observo, crecimiento de la cepa, viraje de medio y halo de solubilizacién. El
aislamiento TN26 tuvo un mayor halo de solubilizacién respecto al control positivo
(PAO), pero una menor produccion de PO4 en el medio SRS liquido, donde la mayor
produccién en mg/ml la present6 PAO. Los cuatro aislamientos seleccionados
presentaron una produccion de POas, el morfo tipo PAO presento el valor
estadisticamente mas representativo entre o0s aislamientos estudiados, el
aislamiento TN 333, AZP, TN 26 , TN 106 Y TN 503 presentaron valores similares

estadisticamente en un rango de 32,03-35,5 mg/ml de POa.

Tabla 7. Actividad de bacterias solubilizadora de fosfato en medio
SRS sélido y liquido.

morfotipos Ensayo Area Area indice de pH PO,mg/ml+SE  LSD
Preliminar promedio promedio Solubilizaciéon
Solubilizacion de halo de
de PO, colonia solubilizacién
(mm?) (mm?)
PAO + 45 150 3,33 4,82 63,91+0,19) a
TN333 + 42 75 1,79 5,35 35,5%£0,21 b
AZP + 56 72 1,29 4,90 34,68 + 0,03 b
TN 26 + 44 168 3,82 4,80 35,35+1,04 b
TN2106 + 81 120 1,48 4,80 33,98 + 0,15 cb
TN503 + 24 108 4,50 5,21 32,03+0,11 c
C(-) - -- -- - 7,00 -- --

(+): Positivo, (-) negativo, (SRS): Medio de solubilizacion de fosfatos, (PO4): fosfato
inorganico, (SE): error estandar. (C-): Control negativo, plantas sin inocular, (PAO): P.
aeruginosa, control positivo, (AZP): Azospirillum lipoferum

Fijacion de nitrégeno cualitativa y cuantitativa

Todas las cepas de interés (TN26, TN106, TN333, TN503 y PAQ) presentaron
crecimiento en el medio NFB, indica potencialidad como microorganismo fijador
biolégico de Nz. El aislamiento TN26 presento la mayor produccion de amonio
(Tabla 8). Sin embargo, todos los aislamientos presentaron mayor produccion de

amonio respecto al control negativo en medio liquido NFb en condiciones aerobias.
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En condiciones microaerofilas todas las cepas presentaron crecimiento en medio
NFb semisdlido y las cepas TN333, TN503, PAO y AZP presentaron formacién de

pelicula.

En la produccion de amonio el aislamiento con mayor produccién fue la TN 26 con
27,67 ppm y la que tuvo menor produccién fue TN 503 con un valor de 17,64 ppm
teniendo como control PAO y AZP (15,7 y 12,4 ppm) con valores inferiores a los de
los aislamientos indicandonos una buena produccion de nitrégeno de los

aislamientos.

Tabla 8. Crecimiento de PGPR en medio NFb y produccion de amonio

Ensayo Diazé6trofos Aerobios Diaz6trofos
inicial Microaeréfilos
Morfo tipos Viraje del Biomasa Viraje medio pH NH.+ £ SE LSD Crecimient
medio NFb (ug) liquido NFb ppm 0 en medio
NFb
semisoélido
TN 26 + 3155 + 7,68 27,67 +£0,37 a +
TN106 D : '35 D 8,01 22,33 40,27 b n
TN333 + s; ; + 8,00 19,34 + 0,27 c (P) +
TN503 + 48'25 + 8,12 17,64 £ 0,17 d (P)+
PAO + 80’65 + 7,86 15,7 £ 0,07 e (P)+
AZP + 2'8 + 7,57 12,45 + 0,07 f ) +
ce) 0 - 6,91 - ;

(+): Positivo cambio del color del medio a amarillo, (-) negativo sin ningiin cambio de color del medio (P): con formacién
de pelicula, (NFb): Medio libre de nitrégeno, (NH4+): amonio, (SE): error estandar. (C-): Control negativo, plantas sin
inocular, (PAO): P. aeruginosa, (AZP): Azospirillum lipoferum, control positivo, .(---): no se realizo
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6. DISCUSION.

La rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal desempefia importantes
funciones beneficiosas que influyen de una manera directa o indirecta en el
crecimiento y desarrollo de las plantas (53). Cada vez son mas utilizadas las
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal a nivel agricola, debido al eficiencia
como biofertilizantes, bajo costo, ausencia de alteraciones al medio ambiente, tanto

en flora como la fauna (54).

Se evaluaron 35 rizobacterias, 22 fueron aisladas de suelo rizosférico de papay 11
de lechuga, junto a dos controles positivos P. aeruginosa y Azospirillum lipoferum.
Los aislamientos se sometieron a un ensayo preliminar para seleccionar las que
presentaban mayor promocion de crecimiento en las plantulas de tomate. Esto

permitié seleccionar las cuatro cepas mas prometedoras.

En el primer ensayo de invernadero se evidencio que las rizobacterias tuvieron un
efecto positivo como rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal donde el
97.1% de las cepas evidenciaron un aumento del peso seco de vastago (97,1%),
peso seco de raiz (80%) y en peso seco total (97 .1%) respecto al control negativo,
el 68,9% de las cepas mostraron un incremento de las variables mayor al 50%
respecto al control negativo en peso total en plantulas de tomate. Ghyselinck et al
(13) evaluaron 585 aislamientos de ocho campos de papa en los Andes. El 10% de
los aislados fueron antagonistas para la supresién de Phytophthora infestans y
Rhizoctonia solani y pudieron solubilizar fosfato, producir AIA, ACC desaminasa,
NHs y cianuro de hidrogeno (HCN). Durante los experimentos de crecimiento, 23
aislados antagonicos se asociaron a la promocién del crecimiento de la planta y/o
la supresion de la enfermedad. Tres aislamientos promovieron significativamente el
crecimiento en plantulas sanas en comparacion con la cepa comercial (control),
siete cepas superaron a la cepa comercial en plantulas enfermas de R. solani in
vitro (13).
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Aproximaciones similares han sido reportadas en rizobacterias en semillas y
plantulas de tomate. Martinez et al (55) registré6 un aumento en la biomasa en 37 y
16% en plantulas de tomate y pimiento mediante la inoculacibn de cepas
pertenecientes al género Bacillus. De igual manera Cendales et al (56) demostraron
un aumento en plantulas de tomate en peso seco de vastago del 27,1% y de peso

seco de raiz del 18,0% posterior a la inoculacién con Bacillus subtilis (57,56).

Una de las mayores limitantes en el desarrollo de los biofertilizantes es la
inconsistencia de la reproducibilidad de los resultados en promocién de crecimiento
(Okon y Labandera, 1994). Kloepper (9) inoculé 887 bacterias en plantulas de
canola en condiciones de invernadero, reporté que el 25.7% de las bacterias
promovieron el crecimiento con respecto a los controles, tan solo el 3.94%
aumentaron la promocién en al menos dos repeticiones. En este trabajo 34 de los
35 aislamientos generaron aumento de peso seco en las plantulas de tomate. Se
evidencio que 72,7% de los 35 aislamientos iniciales aumentaron la promocion en
4 repeticiones (Tabla 1, anexos 10, 11, 12 y 13). Martinez et al (57) encontraron que
los Bacillus sp. MAO4 y MA17, aumentaron el porcentaje de germinacion en semillas
de tomate en un 5 y 6%, mientras que los Bacillus sp MA06 y MA12 incrementaron
el peso de las plantulas hasta en un 17 y 20%. En semillas de pimiento, la cepa
MAOG6 incremento el porcentaje de germinacion en 7%; MA12 y MA17 incrementaron

la biomasa hasta en un 37 y 16%(58).

La literatura nos muestra como la inoculacion bacteriana se ha limitado a un nimero
muy reducido de especies, cuyos mecanismos de accion son muy estudiados(47).
Por ejemplo, se selecciona generalmente Azospirillum spp por la capacidad de
producir auxinas y fijar nitrégeno (58,59); Bacillus spp por la capacidad productora
de auxinas, fijacion de nitrégeno y solubilizacién de fosfatos y las Pseudomonas
fluorescens por la accién antagénica frente a patégenos (60). En este estudio, las

cuatro rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal se clasificaron como
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Citrobacter freundii (TN26), Pseudomonas chlororaphis (TN106), Serratia sp
(TN333) y Pseudomonas chlororaphis (TN503) aisladas de rizésfera de papa. Estos
aislamientos son bacilos Gram negativos méviles y podrian desempefiar un papel

importante en la colonizacidbn competitiva en las raices.

Las plantulas de tomate inoculadas mejoraron significativamente la emergencia y
crecimiento de las plantulas en 97,1%. Varios mecanismos de accion podrian
mejorar de manera indirecta la germinacion de la semilla. Begum et al. (61) uno de
los mecanismos de accidon mas reportados es la produccion de fitohormonas como
el acido indolacético. Patten y Glick (62)reportan que la produccion de &cido
indolacético bacteriano mejora el desarrollo de la raiz en plantas hospedadoras.
Ellos encontraron que las raices primarias de plantulas de canola tratadas con P.
putida silvestre GR12-2 fueron en promedio 35 a 50% mas largos que las raices
tratadas con el mutante deficiente de acido indolacético y las raices de las semillas
sin inocular (62). En este estudio todos los aislamientos fueron productores de acido
indolacético con rangos de 0,50 — 4,44 ug/ml; los controles PAO y AZP presentaron
una produccion de acido indolacético de 13,7 y 7,41 pg/ml respectivamente.
Estudios similares demostraron que la produccion de acido indolacético es comun
entre las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (57-59). Los aislamientos
en este estudio produjeron una cantidad similar de acido indolacético que las cepas
evaluadas por Zahid et al (65), entre 0,9 — 5,3 pg/ml, pero menor a la producida de
las cepas trabajadas por Yasmin et al y Sariah et al (57, 59), que se encuentran en
un rango de 30,6 — 50,0y 42,3 — 52,28 ug/ml, respectivamente. El acido indolacético
promueve el desarrollo de la raiz, la absorcién de nutrientes y coordina la demanda

y la adquisicion de nitrégeno (66,67).

La fijacidn de nitrégeno desempefia un papel importante en la promocion del
crecimiento de las plantas. Los cuatro aislamientos crecieron en medio NFb y
produjeron amonio, indicadores de la capacidad para fijar N. En general, estos

aislamientos tuvieron mayor crecimiento en ensayos cualitativos en comparacion a
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los controles positivos Azospirillum y PAO. La produccion de amonio fue cercana
entre las rizobacterias con valores entre 17,6; 19,3; 22,3 y 27,6 ppm (Tabla 8)
Valores bajos segun los reportados por Ledn (2014) con producciones hasta de
41,67 ppm (68). Sin embargo, las cepas evaluadas presentaron una mayor
produccién de amonio entre 17,64 a 27,67 ppm comparado a los controles positivos.
Azospirillum que presentdé una produccion de 12,4 ppm y PAO de 15,6 ppm de

amoniaco (69).

La produccién de amonio y el crecimiento en medios NFb puede relacionarse la con
la ganancia de biomasa vegetal. Marques et al (70)reportan que las bacterias
productoras de amonio suministran nitrégeno a la planta huésped. Sin embargo, la
produccién excesiva de amoniaco aumenta la virulencia de patdgenos oportunistas
en las plantas. La producciéon de amonio también juega un papel importante en la
produccion de acido cianhidrico (HCN) el cual juega un papel esencial en la

supresion de la enfermedad de las plantas (14).

Las rizobacterias presentaron actividad solubilizadora de P. En términos generales,
los aislamientos solubilizaron entre 32,0 - 35,5 mg/ml de P, inferior a lo generado
por PAO con 63,9 mg/ml quien presentd la produccion de POs4 con mayor
significancia estadistica, pero superior a lo reportado por Anwar et al. (14) con
valores entre 1,25 - 21,5 mg/ml de P. Los cuatro aislamientos presentaron una
actividad solubilizadora de fosfatos similar entre ellos, curiosamente la promocién
de crecimiento vegetal también es similar entre los cuatro morfotipos. El aislamiento
TN333 solubilizé 35,5 mg/ml de POa4 y obtuvo un peso seco total de 5,35 mg, TN26
solubilizé en 35,35 mg/ml y obtuvo un peso seco total de 5,70 mg, TN106 solubilizd
en 33.98 mg/ml y obtuvo un peso seco total 5,00 mg, finalmente el aislamiento
TN503 solubiliz6 en 32,03 y obtuvo un peso seco total 5,67 mg. Anwar et al
evidencio que la cepa con mayor produccion de POs4 (WAl 72,13mg/100ml)
presentd el menor peso seco (2.81g) en comparacion de las demas cepas de su
estudio que presentaron menor produccion de POs4 pero mayor promocién de

crecimiento (14).
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Las rizobacterias promueven el crecimiento de las plantas y alivian el estrés salino
qgue disminuye el desarrollo y rendimiento de las mismas (71). Aqui se sometieron
plantulas de tomate a 50, 100 y 200 mM de NaCl que posteriormente fueron
inoculadas con los cuatro aislamientos que presentaron la mejor promocion de
crecimiento vegetal. La mitigacion del estrés salino fue dependiente de la
concentracion de NaCl. En las plantulas sometidas a 50 mM de NaCl se encontro
que tres aislamientos (PAO, TN106 y TN503) presentaron un incremento en peso
seco total por encima del control negativo y fueron estadisticamente significativos el
aislamiento TN106 tuvo el mayor incremento porcentual en las variables de peso
seco en vastago, raiz y total (19,9; 313,8 y 50,0%). El aislamiento TN503 presento
un incremento de peso seco total del 7,95% en comparacion con el control negativo.
Las plantulas sometidas a 100 mM NaCl presentaron un mejor comportamiento en
el aislamiento TN503 con un incremento de 59,8% en peso seco de vastago,
127,27% en raiz y 68,90% en el peso seco total, el aislamiento TN26 presentd un
incremento de peso seco en vastago (41,55%), en raiz (11.36%) y total (37,5%); los
controles PAO y AZP presentaron valores en peso seco superiores al control
negativo, sin embargo, solo PAO tiene significancia estadistica. Las plantulas
sometidas a 200 mM NacCl presentaron un incremento en peso secos en los cuatro
aislamientos de interés (TN503, TN106, TN26 y TN333) asi como la cepa control
PAO, Las cepas que presentan significancia estadistica son las cepas TN503,
TN106 y TN26. El aislamiento TN 503 presenté promocion de crecimiento vegetal
con un peso seco total del 37,64%, el aislamiento TN106 presentd un peso seco
total del 20,18 %, TN26 y TN 333 tuvieron menores pesos secos total con valor de
7,94 y 6,35 respectivamente, pero superiores al control negativo. Bharti et al (19)
demostraron que la rizobacteria Dietzia natronolimnaea protege las plantas de trigo
del estrés salino mediante la estimulacion de la expresion de genes relacionados
con el estrés, permiten la expresion de varias enzimas antioxidantes como APX,
MnSOD, CAT, POD, GPX y GRYy transportadores de iones, maquinaria antioxidante

que contribuyd a una mayor tolerancia al estrés por salinidad (19). Karlidag et al (16)
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sugieren que las inoculaciones de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
podrian aliviar los efectos nocivos de las condiciones de estrés salino en el
crecimiento y el rendimiento de las plantas de fresa. Sanchez y Bonilla (49)
establecieron que la inoculacién de los aislamientos promotores de crecimiento
vegetal Pantoea deleyi (ACSA12), Enterobacter amnigenus (ACSA14) y Serratia
liquefaciens (ACSA19) alivianan los efectos bajo condiciones de estrés salino, por
tanto identificar microorganismos que podran ser eficientes en la promocion de
crecimiento, rendimiento de leguminosas como Acacia decurrens bajo condiciones
de estrés salino en campo, fenbmeno que se esta incrementando en suelos del
altiplano CundiBoyacense y que disminuye la productividad de los sistemas
ganaderos por salinidad en campo (17). Habib et al (18) demuestran que las plantas
de quimbombd inoculadas con rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
productoras de ACC desaminasa mostraron una mayor biomasa de raices y brotes
que las plantas no inoculadas bajo estrés por salinidad. Esto podria deberse a que
la produccién de ACC desaminasa alivian los efectos de la salinidad en las plantas

de quimbombd.

En este estudio se logré aumentar el crecimiento de plantulas de tomate a partir de
aislamientos nativos obtenidos de cultivos papa y lechuga, se evidencio que 34 de
los 35 aislamientos presentaron un incremento en las variables en peso total; sin
embargo solo fueron seleccionados cuatro aislamientos, quienes presentaron el
mayor incremento en pesos secos, estas presentaron un incremento en peso seco
total superior al 130% respecto al control negativo, sé evidencio que los aislamientos
PAO, TN503 y TN106 presentaron mitigacion del estrés salino en los tres
tratamientos salinos con concentraciones de 50, 100 y 200 mM de NaCl. La
evaluacion del efecto post-inoculacion con aislamientos prometedores en
promocién de crecimiento vegetal y mitigacion al estrés causado por la salinidad en
suelos constituye un factor clave y aprovechable desde el punto de vista biolégico y
econdémico, es importante identificar los posibles mecanismos de accién, como la

regulacion de fitohormonas, produccion de antioxidantes, degradacion de etileno
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que permiten a PAO y los aislamientos TN503 y TN106 mitigar el estrés salino ya

gue con respecto a los otros aislamientos mostraron un efecto superior.
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7. CONCLUSIONES

Las rizobacterias promovieron el crecimiento en tomate. De 35 rizobacterias
evaluadas en plantulas de tomate bajo condiciones de invernadero, cuatro (TN106,
TN333, TN503, TN26) incrementaron el peso seco de vastago y raiz respecto al

control negativo.

Las rizobacterias mitigaron el estrés salino en plantulas de tomate a 50, 100 y 200
mM de NaCl. El aislamiento TN503 presenté mayor tolerancia al estrés salino en
concentraciones de 100 mM NaCl 68,9%. La cepa TN26 mejoré la tolerancia al NaCl
a 100mM NacCl (37,5%) con respecto a los controles, la concentracién OmM de NacCl.
Mientras que la cepa TN 333 no presentaron tolerancia al NaCl en ninguna de las

tres concentraciones de NacCl.

Las rizobacterias presentaron la capacidad de crecer en medios libres de N,
solubilizar fosfatos, producir &cido indolacético. La capacidad de fijacion de N fue
superior en TN26 (22,3ppm) y TN106 (27,6 ppm), superando la producciéon de los
controles PAQO y Azospirillum. La solubilizacién de fosfatos no se observaron valores
mayores a los controles positivos. Los cuatro aislamientos presentaron una
actividad solubilizadora de fosfatos similar entre ellos. Todos los aislamientos fueron
productores de &cido indolacético con valores inferiores a los de los controles

positivos.
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ANEXOS
ANEXO 1: ficha técnica semillas de tomate rio grande

Reino: Plantae

Clase: angiospermae

Orden: tubiflorae

Familia: Lycopersicum

Subclase: dicotyledoneae

Género: Lycopersicum

Especie: Lycopersicum esculentum

Planta: Puede desarrollarse de forma rastrera, semirrecta o erecta. Existen variedades de crecimiento limitado
(determinadas) y otras de crecimiento ilimitado (indeterminadas).
Sistema radicular: raiz principal (corta y débil), raices secundarias (numerosas y potentes) y raices adventicias. Seccionando
transversalmente la raiz principal y de fuera hacia dentro encontramos: epidermis, donde se ubican los pelos absorbentes
especializados en tomar agua y nutrientes, cortex y cilindro central, donde se sitia el xilema (conjunto de vasos
especializados en el transporte de los nutrientes).
Tallo principal: eje con un grosor que oscila entre 2-4 cm en su base, sobre el que se van desarrollando hojas, tallos
secundarios (ramificacion simpoidal) e inflorescencias. Su estructura, de fuera hacia dentro, consta de: epidermis, de la que
parten hacia el exterior los pelos glandulares, corteza o cértex, cuyas células mas externas son fotosintéticas y las mas
internas son colenquimaticas, cilindro vascular y tejido medular. En la parte distal se encuentra el meristemo apical, donde
se inician los nuevos primordios foliares y florales.

Advertencia: El contenido del sobre, no es apto para el consumo humano o animal. La semilla es tratada con veneno,
productos quimicos y/o biolégicos.

Recomendaciones:

* Proteja los germinadores con mallas evitando el ataque de aves, insectos y roedores.
* Haga su cultivo en climas recomendados para cada especie.

* Una vez abierto el empaque, utilice la totalidad de las semillas.

Descripcion del Producto:

Ciclo de vida total: 30-45 dias después del trasplante
Tipo de siembra: Directa -Trasplante

Germinacion: 75%

Control de malezas: Manual

Tipo de planta: Buena adaptacion

Color: Verde

Sistema de cultivo: Invernadero - Libre exposicién
Clima: Medio/célido

Peso neto: Sobre x 2.00 g.

PROCEDIMIENTOS DE MANEJO:

* Prepare el germinador, desinfecte y déjelo bien suelto y libre de elementos extrafios (insectos, patdégenos y maleza).

* Sembrar en forma regular y espaciada. Cubrir la semilla con una delgada capa de tierra fina y luego aplanar la superficie
suavemente.

* Regar permanentemente en forma de lluvia fina con el fin de mantener siempre himedo el suelo.

* Si la especie cultivada es de trasplante hagalo cuando las plantulas tengan una altura de 4 a 6 cm de alto y tengan entre
4y 6 hojas.

* Al trasplantar mantenga una distancia de 0.8 a 1.5 mt entre surcos y de 20 a 40 cm sobre surcos.

Calle 34 No. 19-38
PBX: (57) 1 285 1029 — 285 1175 -2851946 FAX: (091) 245 5216
Corabastos: Bodega 41 Local — 14 Tel: (091) 740 1283
E-mail: ventas@semicol.co — Pag. Web: www.semicol.co
Bogota D. C., Colombia, Suramérica.
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ANEXO 2: descripcion macroscoOpicay microscopica de rizobacterias
gramnegativos TN 106, TN 26, TN 503, TN 333, PAO, AZP.

MORFOTIPO CARACTERISTICAS
MACROSCOPICAS
FORMA: Puntiforme
BORDE: Entero

TN 106 ELEVACION: Convexa
SUPERFICIE: Lisa
CONSISTENCIA: Cremosa
COLOR: Blanco

FORMA.: Irregular

BORDE: Ondulado

TN 26 ELEVACION: Plana
SUPERFICIE: Lisa
CONSISTENCIA: Viscosa
COLOR: Blanco

FORMA: Puntiforme
BORDE: Entero

TN 503 ELEVACION: Convexa
SUPERFICIE: Lisa
CONSISTENCIA: Cremosa
COLOR: Blanco

FORMA: Circular

BORDE: Entero

TN 333 ELEVACION: Convexa
SUPERFICIE: Lisa
CONSISTENCIA: Cremosa
COLOR: Blanco

FORMA: Circular

BORDE: Entero

PAO ELEVACION: Convexa
SUPERFICIE: Lisa
CONSISTENCIA: Cremosa
COLOR: Blanco con
pigmentacién verde
FORMA: Circular

BORDE: Entero

AZP ELEVACION: Convexa
SUPERFICIE: Lisa
CONSISTENCIA: Cremosa
COLOR: Rojo




ANEXO 3: protocolo ajuste del in6culo
Una vez crecido el microorganismo en caldo se debe ajustar el indculo. Centrifugue

el tubo con los 5.0 ml a 7.500 rpm durante 5 min. Retire el sobrenadante y el pellet
re suspéndalo en igual volumen de Agua Destilada Estéril (ADE) para inocular
semillas vegetales de interés. El indculo se debe ajustar en un espectrofotometro a
0.2 Abs a una longitud de onda de 600nm usando como blanco ADE. Una vez
distribuidos los 5.0 ml de in6culo en cinco tubos Eppendorf con 1.0 ml de ADE.
Tomar uno de estos tubos para realizar el primer ajuste. Ante el espectrofotometro

cologue los mililitros de ADE necesarios para ajustar a 0.2 absorbancias.

Adicione al primer tubo el mismo volumen vy verifique que sea igual a 0.2 Abs. Si
este valor no corresponde, ajuste con ADE hasta obtener la absorbancia deseada.
Para el tercer tubo ajuste el volumen con ADE vy verifique en el espectro. El valor de

absorbancia debe ser el deseado.

A los otros tubos afiadir la misma cantidad de ADE, pero esta vez en condiciones
asépticas bajo cabina. De este modo se tendrian todas las muestras a 0.2

absorbancias a una longitud de onda de 600 nm.
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ANEXO 4: solubilizacion de fésforo
PRUEBA CUALITATIVA EN MEDIO SRS

Utilizado para la valoracion de la eficiencia relativa de solubilizacion de los
aislamientos, empleando el método propuesto por Sundara Rao y Sinha (1963)
sobre el medio SRS, basado en la medicion del didmetro de halos de transparencia
alrededor de colonias bacterianas que crecen en un medio de cultivo sin formas
solubles de PO 4 3- pero con fosfato de calcio o hierro, el cual puede ser solubilizado
por bacterias que presenten esta capacidad. La eficiencia relativa de solubilizacion
de fosfatos se expresa haciendo una relacion del didmetro del halo de solubilizacién
con respecto al diAmetro de la colonia.

Para cuantificacion y aislamiento de colonias solubilizadoras de fosfatos.

Componentes g/L.:

Componentes g/L
(NHa4)2 SO4 0,5
KCl 0,2
Mg SOa4. 7 H20 0,3
Mn SO4. H20 0,004
Fe SOa. 7 H20 0,002
NaCl 0,2
Glucosa 10,0
Extracto de levadura 0,5
Purpura de Bromocresol 0,1
Cas (POa)2 5,0
Agar 18,0

*El fosfato tricélcico se esteriliza aparte y luego antes de dispensar se afiade en

cabina de flujo al medio.

* El resto de componentes se pesan y disuelven; pero antes de esterilizar se ajusta

el pH (7-7.2), si es necesario con una solucién de (Na OH) 0.1N.




ANEXO 5: composicion del medio NFb, libre de nitrégeno
Fuente combinada de carbono, para aislamiento de diferentes bacterias fijadoras de

nitrégeno
Componentes g/L
Acido Malico 5
KOH 4
KHPO* 0,5
Mg SO4. 7 H.0 0,01
CaCl, 0,01
NaCl 0,02
Fe SO4. 7 H20 0,05
Na MoOs4. 2 H20 0,002
Mn SOa. H20 0,01
Azul de Bromo timol 0,1
Agar 15,0

Los componentes se pesan y se agregan uno a uno a un Erlenmeyer que ya tenga
la mitad del volumen de agua total, es importante que todo el tiempo este el medio
en la plancha y con agitacion magnética, el agar se agrega después de medir el pH.

Y luego se esteriliza.

*Al salir el medio de la autoclave agitar en la plancha, revisar que no esté precipitado

y servir.

*sembrar en las cajas de Petri por estria pequefia en el medio de la caja.
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ANEXO 6: protocolo de lavado y desinfeccion de semillas

1. En una toalla absorbente poner el nimero aproximado de semillas a utilizar.
2. Hacer un nudo en la toalla absorbente con el conteniendo de las semillas,
con el fin de que éstas no se dispersen en el lavado y se pierdan.
Realizar tres lavados con agua destilada estéril.
Realizar un lavado con alcohol al 30% durante un minuto.

Realizar de nuevo tres lavados con agua destilada estéril.
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ANEXO 7: protocolo ajuste del indculo

Una vez crecido el microorganismo en caldo se debe ajustar el indculo. Centrifugue
el tubo con los 5.0 ml a 7.500 rpm durante 5 min. Retire el sobrenadante y el pellet
re suspéndalo en igual volumen de Agua Destilada Estéril (ADE) para inocular

semillas vegetales de interés.

Elin6culo se debe ajustar en un espectrofotometro a 0.2 Abs a una longitud de onda

de 600nm usando como blanco ADE.

Una vez distribuidos los 5.0 ml de in6culo en cinco tubos Eppendorf con 1.0 ml de
ADE. Tomar uno de los tubos para realizar el primer ajuste. Ante el
espectrofotometro coloque los mililitros de ADE necesarios para ajustar a 0.2
absorbancias.

Adicione al primer tubo el mismo volumen y verifique que el volumen sea igual a 0.2
Abs. Si este valor no corresponde, ajuste con ADE hasta obtener la absorbancia
deseada. Para el tercer tubo ajuste el volumen con ADE y verifique en el espectro.

El valor de absorbancia debe ser el deseado.

A los otros tubos afiadir la misma cantidad de ADE, pero esta vez en condiciones
asépticas bajo cabina. De este modo se tendrian todas las muestras a 0.2

absorbancias a una longitud de onda de 600 nm.
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ANEXO 9: solucion nutritiva hoagland
FUNDAMENTO

Una solucion nutritiva es la base de la alimentacion de la planta, debe cubrir en cada
momento sus requerimientos nutricionales. La composicion esta dada por la adicion
de un conjunto de nutrientes minerales afiadidos a un predeterminado volumen de
agua suficientes para el desarrollo 6ptimo del material vegetal. La solucién nutritiva
debe tener un pH adecuado dependiente del cultivo y debe permitir la buena
aireacion de las raices.
Soluciones Stock segun la tabla a continuacion
e Pesary preparar las soluciones de la 1 a la 4 por separado.
e Pesary preparar la solucion de micronutrientes (6-10) en un mismo
recipiente.
e Parala solucién EDTA de Hierro: en un frasco oscuro disolver 26,1g de
EDTA en 268mL de 1N KOH (pH 8). Luego adicionar 24,99 de
FeS04*7H20. Llevar la solucion a 1L. Agitar toda la noche.

No Componente Solucion  Volumen de solucion  Elemento  Concentracion
Stock stock/1L (mL) final (ppm)

1 1 M KH2PO4 136g/L ‘ 1 N 210

2 1 M KNOs 101g/L 5 K 234,59

3  1MCa(NO3)2 x4H0 = 236,15g/L ‘ 5 Ca 200,4

4 1 M MgSO4 x 7H20 2469/L 2 Mg 24,305
S 64,12
P 30,973

5 EDTA de hierro ‘ 1 Fe

Micro elementos

6 HsBO3s 2.869/L 1 B

7 MnCl2 x 4H20 1.81g/L Cl

8 ZnS0O4 x 7TH20 0.22g/L Zn

9 CuSOq4 0.080g/L Cu

10 HsMoO4 x H20 0.020g/L Mo

11 | Agua para completar 985 Mn

1L

Basic Plant Pathology Methods
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ANEXO 10: peso seco se plantulas inoculada la semilla en tierra

MORFOTIPO Vastago(SE (mg)) Raiz (SE (mg)) Total(SE (mq))
TN503 3,08 (0,2) 0,94 (0,09) 3,95 (0,19)
TN81 2,81 (0,1) 1,08 (0,09) 3,89 (0,13)

TN1035 2,98 (0,08) 0,61 (0,09) 3,59 (0,11)
TN333 2,33(0,11) 1,09 (0,12) 3,42 (0,21)
TN106 2,36 (0,15) 1,04 (0,14) 3,41 (0,19)
TN65 2,7(0,13) 0,63 (0,11) 3,33 (0,13)

76D 2,49 (0,09) 0,83 (0,08) 3,32 (0,1)
TN89 2,53 (0,38) 0,53 (0,09) 3,05 (0,45)

TN151 2,43 (0,23) 0,55 (0,06) 2,98 (0,19)
TN62 2,58 (0,12) 0,4 (0,06) 2,98 (0,12)
C47a 2,61 (0,14) 0,34 (0,06) 2,95 (0,13)

76A 1,99 (0,05) 0,96 (0,08) 2,94 (0,1)
C31 2,06 (0,13) 0,8 (0,09) 2,86 (0,15)
TNI1 2,24 (0,18) 0,59 (0,07) 2,83 (0,23)
77C 2,07 (0,08) 0,75 (0,08) 2,83 (0,1)
TN14 2,19 (0,12) 0,57 (0,07) 2,76 (0,16)
TN107 2,06 (0,2) 0,64 (0,11) 2,7 (0,2)
76C 1,93 (0,17) 0,73 (0,08) 2,65 (0,16)
TN68 2,12 (0,12) 0,5 (0,09) 2,62 (0,12)
TN1034 2,19 (0,12) 0,4 (0,08) 2,59 (0,17)
PAO 1,95 (0,07) 0,63 (0,07) 2,58 (0,06)
59D 2,02 (0,06) 0,55 (0,05) 2,58 (0,09)
76B 1,89 (0,11) 0,66 (0,07) 2,54 (0,15)
59A 1,94 (0,08) 0,57 (0,07) 2,51 (0,12)
TN67 2,04 (0,07) 0,41 (0,05) 2,45 (0,05)
TN98 1,95 (0,15) 0,45 (0,05) 2,4(0,1)
59C 1,98 (0,06) 0,4 (0,07) 2,38 (0,13)
59B 1,65 (0,05) 0,65 (0,05) 2,3(0)
TN152 1,95 (0,1) 0,35 (0,09) 2,3 (0,15)
TN42 1,75 (0,05) 0,45 (0,15) 2,2(0,2)
77B 1,65 (0,1) 0,53 (0,06) 2,18 (0,12)
TN8O 1,6 (0,11) 0,53 (0,09) 2,13 (0,19)
T7A 1,6 (0,03) n 0,52 (0,07) 2,12 (0,09)
TN26 1,9 (0,09) 0,2 (0,06) 2,1(0,11)
77D 1,62 (0,13) 0,42 (0,09) 2,04 (0,15)
Negativo 1,12 (0,12) 0,32 (0,04) 1,44 (0,11)
AZP 0,75 (0,05) 0,6 (0,1) 1,35 (0,15)

(C-): Control negativo, plantas sin inocular (PAO): P. aeruginosa, (AZP): Azospirillum lipoferum (ES): Error estandar



ANEXO 11: peso seco de plantulas que se indculo la semilla en turba

MORFOTIPO VASTAGO@mg) *SE(M9) | SD RAIZmg) *SE(mg9) |SD
TN26 3,78 +0,11 Ba 1,38 +0,09 a
TN503 3,67 +0,19 Ba 1,23 +0,07 ba
TN333 3,93 +0,07 A 0,64 +0,12 Kkjihgfe
TN106 3,33 +0,26 Cb 0,68 +0,26 Kkjihgfe
TN1035 2,92 +0,20 Dc 0,98 +0,05 cb
59A 2,37 +0,25 Jihgfe 1,00 +0,07 cb
76D 2,50 +0,19 Ihgfed 0,86 +0,09 gfedc
TN81 2,80 +0,30 Gfedc 0,55 +0,25 Kkjihgfe
TN62 2,70 +0,10 Fed 0,50 +0,07 Kiji
TN1034 2,58 +0,22 Hgfed 0,60 +0,10 Kkjihgfe
59C 2,52 +0,22 Ihgfed 0,58 +0,09 Kjihgf
TN152 2,36 +0,26 Kjihgfe 0,74 +0,19 jihgfedc
TNO98 2,44 +0,25 Ihgfe 0,63 +0,08 Kkjihgfe
TN42 2,55 +0,24 Ihgfed 0,48 +0,09 Kiji
TN151 2,20 +0,24 MIkjih 0,82 +0,16 hgfedc
C31 2,68 +0,17 Gfed 0,34 +0,10 k

AZP 1,97 +0,03  Onmlkiji 0,93 +0,07 fedcb
PAO 1,93 +0,14 Onmlkj 0,88 +0,06 gfedc
TN91 2,28 +0,12 Lkjihgf 0,45 +0,14 Kiji
TN8O0 1,76 +0,17 Ponm 0,90 +0,14 fedc
TN89 2,03 +0,09 Nmlkjih 0,60 +0,15 Kkjihgfe
TN65 1,70 +0,10 ponmXX 0,85 +0,15 ihgfedc
TN67 1,94 +0,14 NmlIk] 0,58 +0,19 Kjihgf
TN107 2,10 +0,18 Nmlkjih 0,40 +0,10 k

76B 1,85 +0,17 Ponml 0,62 +0,05 Kjihgfe
59B 1,83 +0,05 Ponm 0,60 +0,06 Kjihg
NEGATIVA 1,50 +0,12 Po 0,91 +0,12 ed
TN14 1,90 +0,15 Ponmlkj 0,48 +0,09 Kiji
76C 1,70 +0,20 Pon 0,52 +0,09 Kjih
77B 1,73 +0,18 Ponm 0,48 +0,08 Kiji
CA7A 1,85 +0,16 Ponmlkj 0,33 +0,08 k

77D 1,70 +0,13 Pon 0,40 +0,07 k
TN68 1,30 +025 P 0,37 +0,09 Kj

(SE): Error estandar, (LSD): Comparacién de medias por la prueba de diferencias minimas significativas, (C-): Control
negativo, plantas sin inocular (PAO): P. aeruginosa, (AZP): Azospirillum lipoferum



ANEXO 12: peso seco plantulas inoculadas sobre la tierra

MORFO TIPO VASTAGO(mg) SE LSD RAIZ(mg) SE LSD TOTAL SE LSD
TN26 440 0,26 a 1,37 0,09 Cba 5,77 0,29 a

59A 3,96 0,07 ba 144 023 Ba 5,40 0,18 ba
TN503 3,95 0,05 ba 1,15 0,25 ihgfedcba 5,10 0,30 cb
TN106 360 0,31 cb 1,33 0,09 dcha 4,93 0,35 dcb
TN333 388 0,11 b 1,03 0,21 ihgfedc 4,91 0,16 c
TN62 350 0,50 cb 1,00 0,10 Ikjihgfedcba 4,50 0,60 edc
59C 290 0,06 fed 1,47 011 A 4,37 0,10 e

76D 3,87 0,09 ba 0,50 0,22 nml 4,37 0,12 fed
TN1035 3,22 0,12 dc 0,96 0,05 Ikjihgfedc 4,18 0,10 fe
TN80 2,89 0,10 fed 1,19 0,14 edcha 4,07 0,13 dfe
T7A 2,70 0,10 dfed 1,30 0,30 fedcba 4,00 0,40 hgfe
C31 2,88 0,17 fed 1,00 0,16 kjihgfedc 3,88 0,23 hgfe
TN14 3,17 0,69 edc 0,53 0,15 nmlk 3,70 0,55 ihgf
TN1034 255 0,19 df 1,03 0,08 jihgfedcb 3,58 0,18 jihg
TNO8 292 0,09 fed 0,52 0,14 WMl 3,43 0,13 Kkjih
76B 2,68 0,06 dfe 0,65 0,06 nmlkjih 3,33 0,05 Ikjih
TN107 2,43 0,12 hdf 0,80 0,21 nmlkjihgfe 3,23 0,19 mlkjih
TN81 1,97 0,09 jih 1,20 0,12 (dfedcba 3,17 0,03  nmikiji
TN91 2,40 0,10 ihgf 0,65 0,05 nmlkjihg 3,05 0,15 ponmlkji
TN152 2,40 0,26 hg 0,64 0,12 nmlkji 3,04 0,30 nmikj
C47a 1,87 0,14 ji 1,09 0,11 dfedcb 2,96 0,18 onmlk
77C 1,90 0,10 Ikjih 1,05 0,35 jihgfedcbha 2,95 0,45 gponmlkji
AZP 2,00 0,06 jih 0,92 0,17 |Ikjihgfedc 2,92 0,17 ponmlk
PAO 2,04 0,09 jih 0,82 0,09 nmlkjihgfe 2,86 0,09 gponml
TN42 1,95 0,15 Kkjih 0,90 0,10 nmlkjihgfedc 2,85 0,05 qgponmlkj
TN67 1,80 0,17 Ikji 0,70 0,31 nmlkjihg 2,50 0,47 gponm
TN68 1,42 0,16 mik 0,96 0,14 Ikjihgfedc 2,38 0,19 agp
59B 1,75 0,10 Ikj 0,60 0,12 nmlkj 2,35 0,19 qpo
59D 1,60 0,20 mlkj 0,75 0,05 nmlkjihgfed 2,35 0,05 rgpon
Negativa 1,48 0,12 1k 0,87 0,13 mlkjihgfe 2,35 0,21 q

77B 1,73 0,10 Ikj 0,60 0,08 nmlkj 2,33 0,15 qp
76C 1,25 0,05 ml 1,05 0,05 jihgfedcha 2,30 0,00 rgpo
77D 1,80 0,22 Ikji 0,50 0,15 nml 2,30 0,21 rgpo
TN89 1,77 0,23 Ikj 0,53 0,19 nmik 2,30 0,30 rgpo
TN65 1,60 0,23 Ikj 0,60 0,12 nmlkji 2,20 0,35 rgp
TN151 1,03 0,09 m 0,40 0,06 N 1,43 0,15 r

(SE): Error estandar, (LSD): Comparacion de medias por la prueba de diferencias minimas significativas, (C-): Control
negativo, plantas sin inocular (PAO): P. aeruginosa, (AZP): Azospirillum lipoferum
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ANEXO 13: peso seco de plantulas inoculadas sobre turbay tierra en el

momento del transplante

VASTAGO RAICES

CEPA | Media | ES LSD % | Media | ES LSD %
59D 4,90 | 0,59 | Fedcba 94 167|015 | a 206
TN152 5,27 | 0,41 | Dcba 108 1,40 | 0,23 | ba 157
C47a 4,37 | 0,69 | Fedcb 73 1,40 | 0,25 | ba 157
TN106 6,67 | 1,97 | A 164 1,37 | 0,12 | ba 151
PAO 4,10 | 0,35 | Ifedcb 62 1,30 | 0,17 | cba 138
TN98 3,27 | 0,73 | Ifedc 29 1,23 | 0,07 | dcba 126
TN91 5,27 | 1,39 | Dcbha 108 1,20 | 0,31 | edcba 120
TN42 5,10 | 0,72 | Edcba 102 1,17 | 0,09 | fedcba 114
59A 5,23 | 0,38 | Edcba 107 1,10 | 0,20 | ifedcb 102
TN333 4,70 | 0,64 | Fedcba 86 1,10 | 0,06 | ifedcb 102
TN503 5,30 | 0,10 | Edcba 110 1,05 | 0,35 | jifedcb 93
TN62 5,47 | 1,07 | Cbha 116 1,03 | 0,07 | jifedcb 89
TN14 3,03 | 0,50 | Ife 20 1,03 | 0,09 | jifedcb 89
TN65 557 | 1,36 Ba 120 1,00 | 0,20 | jifedcb 83
59C 4,50 | 0,90 | Ifedcba 78 1,00 | 0,40 | hjifedcb 83
TN89 4,25 | 0,15 | Ifedcb 68 1,00 | 0,10 | jifedcb 83
TN8O 4,07 | 1,03 | Ifedcb 61 1,00 | 0,06 | jifedcb 83
TN1035 3,10 | 0,70 | Ifed 23 1,00 | 0,45 | jifedcb 83
76B 4,00 | 0,29 | ifedch 58 0,97 | 0,15 | hjifedcb 77
59B 4,70 | 1,39 | fedcba 86 0,93 | 0,46 | hjifedcb 71
77C 2,83 | 0,15 | if 12 0,90 | 0,15 | hjifedcb 65
TN67 4,13 | 0,29 | ifedcb 64 0,87 | 0,18 | hjifedcb 59
TN68 4,10 | 0,20 | ifedchb 62 0,85 | 0,05 | hjifedcb 56
C31 5,57 | 0,47 | ba 120 0,80 | 0,15 | hjifedc 47
TN151 4,20 | 0,82 | ifedchb 66 0,77 | 0,03 | hjifedc 41
TN81 5,40 | 0,20 | edcha 114 0,70 | 0,10 | hjifed 28
76D 5,23 | 0,98 | edcha 107 0,70 | 0,12 | hjifed 28
TN1034 4,40 | 0,49 | Fedcb 74 0,70 | 0,17 | hjifed 28
AZP 4,23 | 0,66 | Ifedcb 68 0,67 | 0,24 | hjife 22
76A 4,63 | 1,19 | Fedcba 83 0,63 | 0,32 | hjie 16
77D 3,97 | 0,67 | Ifedcb 57 0,60 | 0,21 | hji 10
TN26 3,05 | 0,45 | Ifed 21 0,55 | 0,05 | hji 1
C- 2,53 | 0,31 | I 0 0,55 | 0,07 | h 0
T7A 4,23 | 0,35 | Ifedcb 68 0,53 | 0,09 | h -2

(%): incremento porcentual relativo con respecto al control negativo, (SE): Error estandar, (LSD): Comparacién de medias
por la prueba de diferencias minimas significativas, (C-): Control negativo, plantas sin inocular (PAQ): P. aeruginosa, (AZP):
Azospirillum lipoferum
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ANEXO 14: identificacion de las cepas bacterianas seleccionadas (TN503,
TN2106, TN26 y TN333)

TN50/Pseudomonas chlororaphis gene for 16S ribosomal RNA, partial
sequence, strain: DR2

ACGCACAGATTTGACTTGTCAGTAGATACGTTGACCGTAATTAGCGCGTTTCT
GTGAATCTCAATTCTCAATCTTTCCGAAGCCGAGAGGAGGTGAGGGTTGGGT
TCGTAGGTCAGATCTGCCCGCAATTCATCAGTTGATTCTGCTAGATAAGCAAA
GAAAGAAAGGCATCTAGTCTTAAAGTACTGTTGCCCAGCCAGGCCAGCAGGT
AGATGACGGGAGGGGTGCCATGCTTTGAATCGGAAATTAGCTGGAGCAGTAA
AGCGCCCGGCAGGCGGTTTGTCTAAGTCAAGATGTGAAATCCCCGCGCTTAA
CGTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGGTA
GAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTG
GCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTT
GGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCATCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGAC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
ACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTCGCTAGAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGA
ACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACATAATG
GTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGG
CGTATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACG
TCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTA
GTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTT
CGGGAGGGCGCTACTACTTTTTGATGCTTGCTGCTGCAGCATACACATGCAG
TCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGG
GTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACG
GTAGCTAATACCGCATAACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCT
CACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCT
CACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA
CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTC
GGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGTGGTGTGTTAATAGCGCAT
CACATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC
ACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAA
CTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAG
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCG
GCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCACGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTG
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TGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTTAGTCGACCGCCTGGG
GAGTACGGCCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGTGGAGCATGTGGGTTTAATTCGATGCAACGACGAAGAACCCTTACCCT
ACTCCATGACATTCCAGAGGAATTCGGCTAGAGATTAGGCTCAGTGCCTTCC
GGGAACCTCTGAGACAGATGCTGGCATTGACAGTTCAGTCAAGCTCACTCTC
GTGCATTAGTGTATGACTTAGGTTACAGCCACCGTAGCAGCAGACTTCAGTAC
CCTATGTCTGCTGCAGCATACACATGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCT
TGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGC
CTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCT
TCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGA
TGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGC
TGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCA
GCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGA
GGAGGAAGGGTGGTGTGTTAATAGCGCATCACATTGACGTTACTCGCAGAAG
AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCA
GATGTGAAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCT
AGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACG
CTCACGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGG
AGCTAACGCGTTTAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCCGCAAGGTTAAAAC
TCAAATGAATTTGACGGGGGCCCGCACAAGCGTGGAGCATGTGGGTTTAATT
CGATGCAACGACGAAGAACCCTTACCCTACTCCATGACATTCCAGAGGAATTC
GGCTAGAGATTAGGCTCAGTGCCTTCCGGGAACCTCTGAGACAGATGCTGGC
ATTGACAGTTCAGTCAAGCTCACTCTCGTGCATTAGTGTATGACTTAGGTTAC
AGCCACCGTAGCAGCAGACTTCAGTACCCTATGT

TN26/Citrobacter freundii strain VTw-23 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

TGGATCGTGATGTGATATGGAACGCATGGTGCGTCGGAATGTCATGTACTTC
CAGGCCGAGAGAGGAAGGACGGATTAATGGGTACTAGTCGTAGTCGACTGGT
ACGTTTACCCAGCAAGAACGCAAGCACTGAGACTTAACTCCGTGCTCAGCAG
CCTGCTGTAATACGGGAGGGGTGCAATGCGTTAATCGGAAATTAGCTGGGCG
TAAAGCGCCACGCAGGTCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCGCCCGGGCT
CAAACGTAGGGAACTGCATTCGAAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGG
GGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATAC
CGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGC
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGT
CGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAG
TCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG
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GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA
CCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTC
GGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGT
TCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAG
TGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATC
GCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAA
CCTTCGGGAGGGCGCTACTACTTTTGATGCTGGCAGCGCAGCTACACATGCA
GTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGG
GTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACG
GTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCT
CTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCT
CACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA
CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTC
GGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTG
TCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC
ACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGA
ACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCA
GGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC
GGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTT
GTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGG
GGAGTACAGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGTATTGACGGGGCCCGCACAAG
CGGCTGGGAGCATGTTGTTTTTACTTCGATGCAACGACGAAGAAGCCTTTACC
CTACTCTTGATCAATCCAGAGAACTTAGGCAGGAGAATGCATGTCGGTGCTTC
TGCGAACTCTGTAAAACAGCATGCTGGCATTGGCATGATCAGTCAGCTTCGTG
CTGCTCGCACACTCGGAAAGGGAGATAGTCACGCCAACGAGCGACGAGGCC
TTATCCAATTAGCCATTGCCGTAGTAT

TN33/Serratia sp. JCM 28288 gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence

GACATGGACTGGTATGTGTATGTCTGACAGCTATGGCCGTTCCGGAATGCTC
AAATGGCTAATCTTTTCCAGCGAAGGAGGTATGGTTGGTTCGTTGTTCACTCT
AGTCGCAATCATCAGTGATCGGTCACCTAGGCAAGAAAGAAAGCCATCTGAG
TCTAACTTCCGTGCTCAGCAGCCGGCGGTTAATTACGGAGGGGTTGCAAGGC
GTTTAATTCGGAAATTACTGGGCAGTAAACGCGCACGCAGGGCGGTTTGTTA
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AGTCAAGATGTGAAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGG
CAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCCTGGACAAA
GACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGT
GGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAT
TCGCTAGAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACATAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCC
GGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGAACTCG
CGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCA
ACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGG
TTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACTACTTTTGATG
CTGGCACGGCAGCATACACATGCAGTCGAGCGGTAGCACAGGAGAGCTTGC
TCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTG
ATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTTCG
GACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGG
GATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGG
TCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC
ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGA
GGAAGGGTGGTGTGTTAATAGCGCATCACATTGACGTTACTCGCAGAAGAAG
CACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT
TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGAT
GTGAAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGA
GTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAAAGAT
CTGGACGAATACCAGTGGCGAAGGCTGCCCCCTGGACTACTACTGACGCTCA
AGTGCGAAAGCGTGGGTAGCTAACAGGGAGTTGCATACCCCCGGTAGTCCAT
ATCTCTAAACAATGTCGACATTGTACGCTGTGTCCCTTTAGGACGTTCTCTCC
CCGAGCTAAAAGCGTCTAAGTCTACCTGCTTGAGGGAGGATCGTCCGCCTCA
GTTGATCAGCTGAGAATGTACTATGTACGTGAGTGAACCAAACACCGCCGTG
CGAGCAAGCTTTGGACGCATAGGTAGTACCGATGCGACGAATAGTCACTTAA
CTGATATTACGCAGACTGGCATGACTAGGAAGTAGGCTCAGTGACCTGCCTT
GCAGGAATAACTGAAAGTGCGATACTGCAATTGCACTAACCTACGTCGTAGAC
ATAAGTGTCAGGACGAAGGGCAACTGCATTACCA
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TN106/Pseudomonas chlororaphis gene for 16S ribosomal RNA, partial
sequence, strain: DR2

CATTGCCCTGCGTGATTGACGTATGGCTTAGATGCTCATGTCATTTTGCAGGC
GAGAGTAGGTAGTGTGTTACTAGGCACATGGCATTGTATCGTTACTAGCAGGA
GGACGCACTGGCTTAACTCGTGCAGCAGCCGCAGTAATACGGAGGGTGCAA
GCGTTAAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGGCGGTTTGTTAAG
TCAGATGTGAAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAA
GCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACT
GACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCT
TCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTC
CAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTATCCTTTGTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTG
ATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGT
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAG
AGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTC
GACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGC
AAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACTACTTTTGATGCTG
GCTGCGGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGTAGCACAGGAGAGCTTGCTCT
CTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATG
GAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGGAC
CAAAGTGGGGGACCCTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGAT
TAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCT
GAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT
GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGG
AAGGGTAGTGTGTTAATAGCACATTGCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAA
TCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTG
AAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTC
TTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTG
GAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAACACTGACGCTCAGG
TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGT
AAAAGATGTCGATTTTGGAGGTTGTGCCCTTGAAGCGTGGCTTCCGGAGCTA
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ACACGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACTTGCCGCAATGTTTAAAACTCTAA
TTTAATTTGACGGGGGTCCCACACAAGCTGTGGTAGCATGTAGCTTTAAATTT
AATGCTAACTCAGAGCATGCATCACCTTACCTTATGACGTCGGCAGGAACGTT
ATCTTGAAAATAGGATGGTGTCTTTTCTTGCAAGTTACCATGACAAGTAGCAGT
GCATGACATGACTACACCATCATGTTCCGGCTATAGATAGAGGTGATCAGACG
AGGGCATGTCTACATTGCTGATGAGTCGACTG

TN15-2/Pseudomonas chlororaphis gene for 16S ribosomal RNA, partial
sequence, strain: DR2

ACATTGACCGGTTGTTTGGACGATTGGCCTCGAATGTCATGTCACTTCAAGCG
ACGACGAAAGGTTGATGCTGTCAATCAGCGCATCACATTGATCGTTACTAGCA
GACGAGCACTTGGCTTACTCCGTGCAGCCAGCGCGGGTAATACGGAGGGGT
GCAAGCGTTTAATCGGAAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGT
TAAGTCAGATGTGAAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGG
CAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAG
ACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG
GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATT
CGCTAGAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCC
GGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGAACTCG
CGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCA
ACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGG
TTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACTACTTTTGATG
CTGGCTGGCGGCAGCATACACATGCAGTCGAGCGGTAGCACAGGAGAGCTT
GCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCC
TGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTT
CGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGAT
GGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCT
GGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAG
CCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAG
GAGGAAGGGTGGTGTGTTAATAGCGCATCACATTGACGTTACTCGCAGAAGA
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGC
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GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAG
ATGTGAAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTA
GAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGC
TCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGA
GCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTC
AAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCTA
TGCAGCGACGAAAGAACCTTCACCCTACTCTTGAACATCCAGCAGAAGTTCG
CTAGAAGATAGCCTTAGTGCCTTTCCTGTGAACGTCATGAAGACAGATGCCTG
GCATTGGCATGTACATCACCTCGCGCTTTGCTGCAACTGATAGATTAGTTCCA
GCACGGAGCAGCGAAACCTTTACATACCAT
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ANEXO 15: curvas de calibracién mecanismos de accién
SOLUBILIZACION DE FOSFATOS

fosfatos y =0,0401x
R’ =0,9875

concentracion
mg/ml ABS 2
=
0 0 g
[w]
5 0,2915 f-;
10 0,5185
20 0,852
30 1,231
50 1,933 0 10 20 30 40 50
FIJACION DE
NITROGENO
curva NH4
0,0012
y =0,0005x
R?=0,9978
0,001 .
0,0008 s
0,0006 ..’......
0,0004 L
0,0002 e
0 &
0 0,5 1 1,5 2 2,5
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ABS 0 0,428 0,8735 1,1975 1,6795 2,0225
concentracié
n mg/ml 0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001
ACIDO INCOLACETICO
T Curva AlA y =0,0376x+0,0291
concentracion absorbancia R <0,985
ug/ml 0.8
5 0,207 07 Py .
7 0,292 o6
0,5
9 0,369
0,4
12 0,493 .
14 0,546 J
0,2
16 0,669 o
18 0,672 )
0 2 6 10 12 14 16 18
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ANEXO 16: crecimiento plantulas de tomate en germinadores

Plantulas de tomate cultivadas en germinados en condiciones de invernadero
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ANEXO 17 resultados solubilizacion de fosfatos en medio SRS

Control NEGATIVO medio SRS

Control positivo : AZP (Azospirullum
sp. ) crecimiento en medio SRS

Control positivo : PAO
(Pseudomona aeruginosa )
crecimiento en medio SRS

crecimiento en medio SRS del
aislamiento TN 503

Crecimiento en medio SRS
aislamiento TN106

Crecimiento en medio SRS del
aislamiento TN333

Crecimiento del aislamiento TN26
en medio SRS
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ANEXO 18 resultados fijacion de nitrogeno en medio SRS

Control NEGATIVO medio NFb Control positivo : AZP PAO (Pseudomon aruginosa)
(Azospirullum sp. ) crecimiento crecimiento en medio NFb
en medio NFb

=

crecimiento en medio NFb del Crecimiento en medio NFb Crecimiento en medio NFb del
aislamiento TN 503 aislamiento TN106 aislamiento TN333

Crecimiento en medio NFb

aislamiento TN26
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