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RESUMEN

La presente investigacion se realizd con el objetivo de investigar la fijacion de
nitrégeno, solubilizacion de fosfato y produccion de indoles por Actinobacterias
aisladas de Asparagus officinalis L. y determinar el efecto de su inoculacion en el
desarrollo de Lycopersicon esculentum Mill. “tomate”. Mediante técnicas
colorimétricas se cuantifico el nitrogeno fijado como amonio, fésforo soluble
producto de la solubilizacion de fosfato tricalcico e indoles producidos in vitro por
las Actinobacterias. En el invernadero se ralizaron dos ensayos, el primero con
15 cultivos de Actinobacterias en inoculacion simple a las semillas antes de la
siembra y el segundo con cinco cultivos de Actinobacterias con inoculacion doble
en las semillas y las raices al momento del transplante. El disefio experimental fue
completamente aleatorio incluyendo a los testigos quimico (NPK) y absoluto. Las
Actinobacterias fijaron nitrogeno (7,744 a 31,513ppm de amonio), solubilizaron
fosfato tricalcico (0,275 a 4,725ppm de fosforo soluble) y produjeron indoles
(30,022 a 58,911ppm). Estas Actinobacterias incrementaron el desarrollo de las
plantas de tomate, destacando Streptomyces spp.11.2 y 50.1 con indices de
efectividad de 1,73 a 56,05% en la altura, 20 a 23% en el numero de frutos y
27,37 a 34,02% en el peso de frutos. Se demostré el incremento en el desarrollo

vegetativo y reproductivo del tomate por las Actinobacterias.

Palabras clave: Actinobacterias, Lycopersicon esculentum, desarrollo.



ABSTRACT

The present investigation was carried out with the objective of investigating
nitrogen fixation, phosphate solubilization and production of indoles by
Actinobacteria isolated from Asparagus officinalis L. and to determine the effect of
their inoculation on the development of Lycopersicon esculentum Mill. "Tomato".
By means of colorimetric techniques, the nitrogen fixed as ammonium, soluble
phosphorus product of the solubilization of tricalcium phosphate and indoles
produced in vitro by Actinobacteria were quantified. In the greenhouse two trials
were carried out, the first with 15 cultures of Actinobacteria in simple inoculation to
the seeds before sowing and the second with five cultures of Actinobacteria with
double inoculation in the seeds and roots at the time of transplant. The
experimental design was completely randomized including the chemical (NPK) and
absolute controls. Actinobacteria fixed nitrogen (7,744 to 31,513 ppm of
ammonium), solubilized tricalcium phosphate (0.275 to 4.725 ppm of soluble
phosphorus) and produced indoles (30,022 to 58,911 ppm). These Actinobacteria
increased the development of tomato plants, highlighting Streptomyces spp.11.2
and 50.1 with effectiveness indexes of 1.73 to 56.05% in height, 20 to 23% in the
number of fruits and 27.37 to 34,02% in the weight of fruits. The increase in the
vegetative and reproductive development of the tomato was demonstrated by

Actinobacteria.

Key words: Actinobacteria, Lycopersicon esculentum, development.



I. INTRODUCCION

La necesidad de suplir con alimentos a los miles de millones de personas
gue habitan el planeta, ha llevado a la utilizacion de materiales de alta eficiencia
en la agricultura, variedades vegetales resistentes a plagas y enfermedades, con
ciclos de produccion mas cortos y agroquimicos, que brindan nutrientes y
proteccion frente a plagas y enfermedades (Camelo, Vera y Bonilla, 2011). En este
contexto, los fertilizantes quimicos incrementan la productividad y rentabilidad de
los cultivos agricolas como Lycopersicon esculentum Mill. “tomate”; no obstante,
cada aflo aumenta la cantidad de fertilizantes por aplicar, debido a la menor
adsorcion en el suelo y absorcion por la planta (Nicolalde y Quintana, 2010) y bajo
un manejo inadecuado los fertilizantes quimicos contaminan el ambiente
(Camelo et al., 2011; Aguado, 2012).

En el desarrollo de alternativas para disminuir el uso de fertilizantes quimicos
se realizan investigaciones con las rizobacterias promotoras de crecimiento en
plantas (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR). Estas bacterias benefician
a los cultivos agricolas a través de dos mecanismos. El primero consiste en la
produccion de metabolitos secundarios capaces de promover respuestas
fisiologicas en las células vegetales. El segundo mecanismo se encuentra en la
intervencion directa de las bacterias en los ciclos biogeoquimicos, con lo que
hacen disponibles compuestos organicos e inorganicos, que son aprovechados

por las plantas (Camelo et al., 2011).

Entre las PGPR se encuentran especies de Actinobacterias, reconocidas por
su versatilidad (Da Silva, Fermino & da Silva, 2008) y formacion de esporas que

les permiten sobrevivir en condiciones adversas (Franco, 2008). Estas bacterias



tienen potencial como PGPR debido a la producciéon de reguladores de
crecimiento (Barreto, da Silva, Soares y de Souza, 2008; Castellanos, Cubillos y
Arglello, 2009; Lépez, 2013) fijacion de nitrégeno (Rico, 2009; Otero, 2011)
solubilizacion de fosfatos (Marquez, Martinez y Franco, 2002; Prieto, Prada,
Cuervo y Franco, 2015) y control biolégico de fitopatdogenos (Anitha & Rabeeth,
2009; Suwan, To-anun, Soyton & Nalumpang, 2012), encontrdndose reportes
cientificos de incremento en la germinacion (Srividya, Adarshana, Deepika,
Kajingailu, & Nilanjan, 2012; Cabrera y Paredes, 2013), emergencia (Aguilar y
Deza, 2014), desarrollo vegetativo (Julén, 2014) y rendimiento de cultivos como
Solanum tuberosum L. “papa” (Rico, 2009), Zea mays L. “maiz” (Paredes, 2014;
Rodriguez, 2013), Vicia faba L. “haba” (Hewedy, 2011), Capsicum sp. “chili”
(Suwan et al., 2012), Trifolium repens L. trébol blanco (Gémez, Bello, Prada,
Rodriguez, Gémez y Franco, 2011), y Phaseolus vulgaris L. “frejol” (Lépez, 2013),

por lo que constituyen una alternativa para la obtencion de biofertilizantes.

La investigacion de las PGPR requiere en un inicio el aislamiento y
caracterizacion en condiciones de laboratorio, para después determinar el efecto
de su inoculacion en los cultivos agricolas tanto en condiciones de invernadero
como de campo (Carrefio, 2009). En el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas se han aislado Actinobacterias en la
rizésfera de plantas de Asparagus officinalis L. “esparrago” y se ha demostrado en
laboratorio que tienen potencial como promotoras de crecimiento en estas plantas
(Sanchez, 2017); sin embargo, no se ha investigado el efecto de estas bacterias
en el desarrollo vegetativo de otros cultivos agricolas como el tomate en
condiciones de invernadero (Rico, 2009), requisito indispensable para su

aplicacién en condiciones de campo.

La presente investigacion demostrard la efectividad de las Actinobacterias y
la posibilidad de utilizarlas como biofertilizantes, asegurando la rentabilidad del
cultivo y reduccién de la fertilizacién quimica, beneficiando a los productores,
consumidores y medio ambiente. Por lo expuesto, se plante6 el siguiente
problema ¢Cual es el efecto de Actinobacterias aisladas de la rizosfera de

esparrago en el desarrollo de tomate en condiciones de invernadero? El objetivo



general fue: Determinar el efecto de 15 cultivos de Actinobacterias en el desarrollo
de tomate, en condiciones de invernadero.

Los objetivos especificos fueron: Cuantificar el nitrdgeno fijado, fosfato
solubilizado e indoles producidos in vitro por 15 cultivos de Actinobacterias,
determinar el efecto de 15 cultivos de Actinobacterias en la altura y longitud de
raices de plantas de tomate durante 60 dias, seleccionar los cinco cultivos de
Actinobacterias con los que alcanzaron los mayores valores en la altura y
determinar el efecto de las Actinobacterias seleccionadas en el desarrollo
vegetativo y reproductivo de plantas de tomate en condiciones de invernadero. La
hipétesis planteada fue: Las Actinobacterias fijadoras de nitrogeno, productoras de
indoles y solubilizadoras de fosfatos incrementan el desarrollo vegetativo y

reproductivo del cultivo de tomate en condiciones de invernadero.



II. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

En suelos agricolas se aislaron actinomicetos con el objetivo de
caracterizarlos y determinar su efecto en el desarrollo de plantas de Trifolium
repens L. “trébol blanco”. En condiciones de laboratorio se investigd la
solubilizacion de fosfatos, fijacion de nitrogeno, produccion de acido indolacético,
sideroforos y quitinasas, asi como también se realiz6 la identificacion molecular de
los actinomicetos. Aquellos que alcanzaron los mayores valores en las
caracteristicas investigadas se seleccionaron para la prueba de invernadero. Las
semillas de trébol blanco previamente desinfectadas e hidratadas se sembraron en
suelo-abono y después del transplante a macetas, las bacterias se aplicaron al
suelo, distribuyéndose todos los tratamientos aleatoriamente en el invernadero.
Después de 6 meses, se determiné que los actinomicetos incrementaron la
longitud y el peso de las parte aérea y raiz de las plantas, destacando
Streptomyces sp. MCR26. Se concluyé que esta bacteria tiene potencial para

incrementar el desarrollo vegetativo de trébol blanco (Franco, 2008).

En la rizosfera de plantaciones de Solanum tuberosum L. se aislaron
17 cultivos de actinomicetos identificados como Streptomyces spp., con el objetivo
de investigar su capacidad promotora de crecimiento vegetal. El ensayo se realiz6
en invernadero, teniendo como variables el tipo de sustrato (con y sin
esterilizacion) tanto en plantula como en semilla vegetativa de papa variedad
Unica. Las bacterias se cultivaron en caldo nutritivo, a 28°C, 150 rpm
(108UFCmL™1). En un primer experimento, después del trasplante de plantulas
in vitro, las bacterias se inocularon en la rizésfera. En un segundo experimento
ademas de las plantulas in vitro, semillas tubérculo fueron embebidas con 30 mL
de las bacterias para luego ser trasplantadas a macetas. Las plantas inoculadas

con el 47% de los estreptomicetos mostraron diferencias significativas respecto al



testigo. El nimero de tubérculos fue de 3,75 a 8,75 y el peso seco de 4,8 a 9,2 ¢
en los tratamientos con actinomicetos, en comparacion con 2.25 y 2,0 g en el
testigo. Se demostro la promocion del crecimiento y rendimiento de papa por los
actinomicetos investigados (Rico, 2009).

La capacidad de los actinomicetos para mineralizar fésforo organico y su
interaccion rizosférica con microrizas se investig6 en Trifolium repens L. “trébol
blanco”. Las cepas de Streptomyces sp. MCR9, Thermobifida sp. MCR24 y
Streptomyces sp. MCR26 previamente aisladas en suelo rizosférico de trébol
blanco se cultivaron en caldo Pikovskaya y cada 24 horas, durante 8 dias se
cuantifico el fosfato organico mineralizado, mediante el sustrato cromogeno
p-nitrofenil fosfato. En invernadero las semillas de trébol se desinfectaron, se
hidrataron y se inocularon en suelo-abono. Al momento del trasplante se
inocularon las bacterias en la rizésfera y después de 6 meses se cuantificaron la
biomasa foliar y radicular de las plantas. Las cepas de Streptomyces spp.
mineralizaron fosfatos, no diferenciandose significativamente entre ellas, pero si
de Thermobifida sp. En invernadero se observo incremento significativo en la
produccion de biomasa foliar (189 a 252 mg) y radicular (17 a 21 mg) en las
plantas con actinomicetos, en comparacion con el testigo (agua) con 96 y 22 mg
respectivamente. Se demostré el incremento en la produccién de biomasa de

trébol blanco por efecto de los actinomicetos (Gomez et al., 2011).

El efecto de la aplicacion de Streptomyces chibaensis y dos biofertilizantes
se investigo en el crecimiento, rendimiento y valor nutricional de Vicia faba “haba”.
En un primer ensayo, los biofertilizantes, Biogen (B) y Potassiomage (PG) y S.
chibaensis se aplicaron en las semillas en tres dosis diferentes cada una. Después
de 60 dias se determinaron el peso de la biomasa fresca y seca, numero de flores
y nimero de vainas por planta. A la cosecha se determinaron el nimero de vainas,
longitud, peso fresco y seco de vainas y peso seco de semillas. En el segundo
ensayo las mejores dosis de cada tratamiento B: 0,32 g y PG: 0,16 g se mezclaron
y se coinocularon con 10™* S. chibaensis. Las plantas inoculadas con S.
chibaensis alcanzaron los mayores valores en los parametros investigados,

incluyendo el rendimiento (22,96 g), en comparacion con el control (9,44 g); no



obstante, en la coinoculaciéon de este actinomiceto con PG se alcanzaron 9,55 g
en el peso de semillas en comparacion con 7,83 g (S. chibaensis), 9,47 g (B) y
4,36 g con el control. Se demostré que la aplicacién de S. chibaensis junto a los
inoculantes comerciales incremento el rendimiento de V. faba (Hewedy, 2011).

En el suelo de wun jardin botanico se aislaron e identificaron
24 actinomicetos fijadores de nitrdgeno, cuyo efecto se investigé en el crecimiento
in vitro de semillas de Lactuca sativa L. “lechuga”. El in6culo se obtuvo en tubos
con medio Ashby sin nitrégeno semisdlido, en los que los actinomicetos se
desarrollaron individualmente y sobre cada uno de ellos se deposité una semilla
de lechuga germinada, con una radicula de 5mm, de longitud. Transcurridos
5 dias, la longitud de las plantas desarrolladas con actinomicetos fue de 4,1-7,0
cm en comparacion con 3,2 cm del control, registrandose incrementos de
0,87-3,77 %. Los mayores valores se alcanzaron con Streptomyces spp.
concluyéndose que estos actinomicetos fijadores de nitrégeno presentan potencial

como promotores de crecimiento en lechuga (Salazar y Ordofiez, 2013).

Microorganismos del género Streptomyces se investigaron, respecto a su
capacidad para producir auxinas y solubilizar fosfatos, con el objetivo de
seleccionarlos y determinar su efecto en el crecimiento de frejol. Las auxinas se
investigaron con el reactivo de Salkowsky y la solubilizacion de fosfatos con el
agar Pikovskaya con fosfato tricalcico. En invernadero, los cultivos de bacterias
productoras de auxinas y también solubilizadoras de fosfato se inocularon
independientemente en las semillas y en la rizésfera, 2 semanas después de la
siembra. El actinomiceto fr, productor de auxinas incremento la altura (45,5cm),
biomasa de la parte aérea (1,53 g) y radicular (1,53 g) de la planta de frejol, en
comparacién con el testigo (43,70 cm; 1,11 g y 0,15 g, respectivamente). El
actinomiceto CF solubilizador de fosfatos incrementé la altura (42,10 cm), biomasa
de la parte aérea (0,92 g) y radicular (0,35 g) de las plantas en comparacion con el
testigo (36,5 cm; 0,59 g y 0,20 g, respectivamente). Se demostrd el potencial de
los actinomicetos productores de auxinas y solubilizadores de fosfatos para

incrementar el crecimiento de frejol (Lépez, 2013).



En la investigacion de alternativas para disminuir el uso de fertilizantes
quimicos se realiz6 un ensayo en invernadero, para determinar el efecto de
actinomicetos en el desarrollo vegetativo de Zea mays L. “maiz”. Las bacterias se
cultivaron en agar nutritivo, a 30°C, por 48 horas y se inocularon
(9,0x108UFCmL™1) en las semillas y en la rizésfera de plantas de 7 dias
(4mL plantula~?) de maiz amarillo hibrido simple. A los 25, 50 y 75 dias se midi6 la
altura de las plantas y a los 75 dias se cuantific6 el peso de la biomasa. Los
actinomicetos nativos incrementaron el desarrollo del maiz. El efecto fue mayor
con la inoculacion de las bacterias en las semillas, alcanzando indices de
efectividad maximos de 29,62% en la altura; 53,60% en la biomasa aérea y 9,09%
en la biomasa radicular. Se demostré el potencial de los actinomicetos para

incrementar el desarrollo de maiz (Julon, 2014).

2.2 Base teorica

En los ultimos afos se busca desarrollar alternativas para disminuir el efecto
residual nocivo de los agroquimicos, restablecer el equilibrio biologico y la
fertilidad del suelo. En este contexto, la agricultura ecoldgica incluye el uso de
biofertilizantes: una mezcla de microorganismos benéficos que al ser aplicados
restauran nutricional y biolégicamente los suelos degradados (Otero, 2011). Los
biofertilizantes, bioinoculantes, inoculantes microbianos o inoculantes del suelo
son productos agrotecnolégicos que contienen microorganismos (bacterias,
hongos, solos o combinados), vivos o latentes y que son aplicados a los cultivos
agricolas para estimular su crecimiento y productividad. Se diferencian de los
abonos organicos como el estiércol, composta y residuos de cosecha porque
éstos también tienen microorganismos vivos, pero no cultivados de manera
controlada y axénica para la formulacion del producto y por lo tanto la composicion

exacta de los microorganismos es desconocida y variable (Aguado, 2012).

El ciclo de desarrollo de una planta es el conjunto de fases que va desde la
germinacién de la semilla hasta la floracion y germinacién del fruto. Este ciclo
comprende dos etapas bien definidas: desarrollo vegetativo y desarrollo
reproductivo (Fassio, Carsiquiry, Tojo, y Romero, 1998). Desarrollo vegetativo es

el crecimiento ordenado de las plantas, con la consiguiente diferenciacion de



tejidos y 6érganos. Comprende dos procesos: el crecimiento, que corresponde a los
cambios de tamafio y la diferenciacibn que corresponde a los cambios
estructurales y proliferativos (Fuentes, 2001). El crecimiento se refiere al aumento
de algun 6rgano, érganos especificos o a las partes consideradas en su conjunto y
esta relacionado con la longitud, altura, diametro y peso de la biomasa, todos en
funcion del tiempo (Soplin, Rengifo y Chumbe, 1993).

Kloepper & Schroth (1978), mencionados por Bhattacharyya y Jha (2012),
propusieron el término rizobacterias para las bacterias del suelo que
competitivamente colonizaban las raices, estimulaban el crecimiento de las
plantas y a la vez reducian la incidencia de las enfermedades. En 1981, estos
mismos investigadores denominaron a estas bacterias promotoras de crecimiento
en plantas (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR). En la actualidad, este
concepto se usa para las bacterias que cumplen con dos de los tres criterios
establecidos, como son colonizacion agresiva, estimulaciéon del crecimiento

vegetal y biocontrol.

Las PGPR benefician a los cultivos agricolas a través de mecanismos
directos e indirectos. Los mecanismos directos incluyen la sintesis de reguladores
del crecimiento (auxinas, giberelinas, citoquininas), solubilizacidon de fosfatos
minerales, fijacibn de nitrogeno atmosférico, produccién de sideroforos y
estimulacion del sistema de absorcion de iones como los nitratos. Entre los
mecanismos indirectos o de biocontrol se encuentran la competencia por un nicho
ecolégico o por nutrientes, la interaccion directa con los patégenos (parasitismo y
lisis enzimatica), antibiosis, produccion de sideréforos e induccion de resistencia
sistémica en las plantas (Delgado, Cupull, Pérez, Sanchez y Vilchez, 2003,

Hernandez, Heydrid, Velasquez y Hernandez, 2006; Bhattacharyya & Jha, 2012).

Ensayos realizados con las PGPR en diferentes suelos, regiones climaticas y
cultivos agricolas, demostraron 5 a 7 % de incremento en el rendimiento en maiz
(Nezarat & Gholami, 2009), tomate (Mena, Cruz, Paredes, GOmez & Portugal,
2009), aji (Suwan et al., 2012), papa (Stechmann, 2011), asi como disminucién de

25 a 50 % de la dosis del fertilizante quimico (Balemi, Pal & Saxena, 2007; Lozada



y Rivas, 2010; Sarajuohi, Ardakani, Nurmohammadi, Kashani, Rejali & Mafakheri,
2012) y hasta 36 % de aumento en la rentabilidad (Garcia, Mufioz, Carrefio y
Mendoza, 2012); sin embargo, también se han reportado resultados, en los que no
se obtuvo la respuesta positiva esperada, porque los microorganismos no se
adaptaron a las condiciones del suelo, muy diferentes a los de su procedencia o
no compitieron exactamente con la biota nativa (Gonzalez, Martinez, Corrales,
Pérez, Gandarilla, Alonso, Curbelo y Méndez, 2003; Santillana, 2006; Carrefio,
20009).

Los actinomicetos son un grupo heterogéneo de bacterias Gram positivas,
caracterizadas por su capacidad de formar filamentos ramificados y por presentar
un alto contenido de guanina y citosina en su ADN (51 a 78 % G + C). Se pueden
encontrar en animales y en el suelo, son heterotrofos, pudiendo utilizar fuentes de
carbono simples y complejas. La mayoria son mesoéfilos (25 a 30°C) y aerobios y
el rango de pH 6ptimo en el suelo es de 6,5 a 8,0 (Rico, 2009). Los actinomicetos
son abundantes en los suelos, pero también se encuentran en los ambientes
acuaticos, dulces y marinos (Leiva, Yafiez, Zaror, Rodriguez y Garcia, 2004; Leon,
Liza, Soto, Cuadra, Patifio y Zerpa, 2007). Presentan un olor tipico a suelo
hiamedo (geosmina) y su actividad metabdlica es muy alta, produciendo
terpenoides, pigmentos y enzimas extracelulares con los que degradan la materia
organica (Franco, 2009). Los géneros mas frecuentemente identificados en el

suelo son Streptomyces, Nocardia y Micromonospora (Rico, 2009).

El ciclo de vida del género Streptomyces el mas frecuentemente aislado, se
caracteriza por un proceso de diferenciacion morfologica y fisioldgica. La
morfolégica comienza con la germinaciéon de las esporas originando tubos
germinativos que se ramifican hasta constituir una red de hifas multigenémicas
gue se adhieren al sustrato y constituyen el micelio sustrato. Conforme
desaparecen los nutrientes y aparecen los componentes de reserva (lipidos,
polifosfatos) y metabolitos secundarios, el micelio sustrato inicia un crecimiento
reproductivo: micelio aéreo que se alza en el aire y facilita la dispersion. Este
micelio se desarrolla a expensas de la degradacion de los componentes del

micelio sustrato y sus hifas altamente hidrofébicas se alargan, se curvan y los



filamentos se tabican de manera multiple. Cada uno de los compartimientos
monogendémicos formados dard lugar a las esporas o conidiosporas, capaces de
iniciar un nuevo ciclo biologico (Moya, 2011).

El aislamiento e identificacion de actinomicetos se ha reportado en tomate
(Cabrera y Paredes, 2013; Nufiez y Vasquez, 2013), papa (Stechmann, 2011),
maiz (Arrunategui, 2015), Jatropha curcas L. “pinon” (Gémez y Yarlaqué, 2013) e
incluso malezas (Aldana y Sandoval, 2013; Infante y Zurita, 2013).
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I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales

3.1.1 Material biolégico

El material bioldgico estuvo constituido por semillas de tomate y 15 cultivos
de Actinobacterias aisladas de suelo rizosférico y raices de espéarrago durante
febrero a marzo de 2016, caracterizadas in vitro como rizobacterias promotoras
de crecimiento en plantas PGPR (Sanchez, 2017) y proporcionadas por el
laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencia Biol6gicas

en la Universidad Pedro Ruiz Gallo.

3.1.2 Poblacion y muestra

Poblacion universal: Actinobacterias

Poblaciéon muestreal: Actinobacterias aisladas de suelo rizosférico y raices
de esparrago en Trujillo, durante febrero a marzo de
2016.

Unidad muestreal: 15 cultivos de Actinobacterias: Streptomyces spp. 2, 4, 6,
8, 9, 10, 15, 17, 20; Nocardia spp. 4, 7, 20 y

Micromonospora spp. 4,5y 6.
3.2 Métodos

3.2.1 Variable de la fase descriptiva
Variable cuantitativa: Potencial como promotoras del crecimiento en plantas
(nitrégeno fijado, fosfato solubilizado, indoles producidos).
3.2.2 Variables de la fase experimental
Variable independiente: Cultivos (15) de Actinobacterias.
Variable dependiente: Desarrollo vegetativo (altura aérea y radicular).
Desarrollo reproductivo (Dias de floracién, dias a la

fructificacion, rendimiento).
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3.2.3 Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipoétesis

El trabajo de investigacién se realiz6 en dos fases: En la primera fase
descriptiva, con el disefio de “Sdlo Después” (Vasquez, Diaz, Vasquez y Vasquez,
2012) se cuantifico el nitrogeno fijado, fosfato solubilizado e indoles producidos por
15 cultivos de Actinobacterias (Figura 1). En la segunda fase explicativa, se
realizaron dos ensayos en condiciones de invernadero, el primero para determinar el
efecto de los 15 cultivos de Actinobacterias investigados en la altura de plantas de
tomate durante 60 dias y seleccionar los cinco cultivos bacterianos con los que se
alcanzaron los mayores valores. En el segundo ensayo se determiné el efecto de las
Actinobacterias seleccionadas en el desarrollo vegetativo y reproductivo de las
plantas de tomate durante 90 dias.

En la fase explicativa se utilizd, el disefio experimental completamente
aleatorio, DCA (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2014) con 16 tratamientos en el
primer ensayo (15 cultivos de Actinobacterias y un testigo: con agua destilada) y
siete tratamientos en el segundo ensayo (cinco cultivos de Actinobacterias y dos
testigos: absoluto con agua destilada y quimico con fertilizante: 180N:100P:120K. A
cada tratamiento le correspondieron tres repeticiones, totalizando 48 y 21 unidades

experimentales, respectivamente (Figuras 2, 3).

3.2.4 Reactivacion de cultivos de Actinobacterias

Las Actinobacterias fueron cultivadas en caldo avena a 30°C, en agitador a
150 rpm, durante 72 horas. A continuacion, se sembraron mediante la técnica de
estria en agar avena, se seleccionaron cuatro colonias caracteristicas y se
cultivaron en agar avena, durante 72 horas, constituyendo las bacterias

reactivadas o cultivos de trabajo.
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Figura 1. Cultivos de Actinobacterias en agar avena.
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T1: Testigo absoluto

T2 a T16: Actinoacterias

Lycopersicon esculentum Mill.
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Figura 2. Disefio completamente aleatorio para determinar el efecto de 15 cultivos de Actinobacterias en la altura de




3 4 5 6 7 1 2

T1: Testigo absoluto
T2: Testigo quimico
T3 a T7: Actinoacterias

Figura 3. Disefio completamente aleatorio para determinar el efecto de cinco cultivos de Actinobacterias y dos testigos en
el desarrollo de Lycopersicon esculentum Mill.”tomate”
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3.2.5 Primera fase: Cuantificaciéon de nitrégeno fijado, fosfato solubilizado e
indoles producidos

Con las Actinobacterias se cuantific6 el amonio, producto de la fijacion de
nitrégeno, el fésforo soluble producto de la solubilizacion de fosfatos y los indoles
producidos. Para la obtencion del indculo, las Actinobacterias se cultivaron en 5 mL
de caldo nutritivo a 30°C, durante 72 horas (Cérdova, 2016). Posteriormente, el
caldo se centrifugd (3500rpm) durante 5 minutos, el sobrenadante se elimino, el
sedimento se lavé con solucion salina esterilizada (NaCl 0,85% p/v) y su
concentracion se estandarizé a 108 cel mL* por turbidimetria (Rodriguez, 2013) y
con el espectrofotometro de luz visible (Model Tenso Med NV-203) a 540 nm:

absorbancia = 0,20, equivalente a 108 cel mL™.

a. Cuantificacion de nitrogeno fijado in vitro

La cuantificacion del nitrégeno fijado in vitro por las bacterias investigadas se
realiz6 con el método colorimétrico: Técnica de Berthelot o fenol hipoclorito
(Cadena y Martinez, 2011). El in6culo (5%:0,15mL) de cada cultivo bacteriano fue
sembrado por triplicado en tubos de 15x150mL conteniendo 3 mL de caldo extracto
de suelo 10% (Anexo 1) y se incubaron a 30°C, por 192 horas, con agitacion
constante (150 rpm). A continuacion, se agregaron 9 mL de KCI 2M, se agitaron a
150 rpm durante 1 hora y se dejaron en reposo 1 hora adicional, para después

tomar 10 mL de sobrenadante y centrifugarlos (3000 rpm) durante 5 minutos.

Los sobrenadantes se vertieron en tubos de dilucion y se afiadieron 0,4 mL de
solucion alcohdlica de fenol al 10%; 0,4 mL de nitroprusiato de sodio al 0,5% y 1mL
de solucion oxidante. Los tubos se agitaron manualmente por 2 minutos y se
dejaron en reposo durante 1 hora adicional. La reaccion se consider6 positiva a la
fijacion de nitrogeno por la aparicibn de una coloracién azul, leyéndose la
absorbancia en espectrofotometro de luz visible (Model Tenso Med NV-203) a
632,9nm. Las concentraciones de amonio se calcularon con la ecuacién de la curva
de calibracion, obtenida previamente con diluciones sucesivas de una solucién de

100ppm de cloruro de amonio (Anexo 1).
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b. Cuantificacién de fosfato solubilizado in vitro

La cuantificacion de fosfato solubilizado in vitro por las bacterias investigadas
se realizé6 con el método colorimétrico: Técnica del molibdato (Alvarado y
Valderrama, 2014). El inéculo (5%: 0,25mL) de cada cultivo bacteriano se sembro
por triplicado en 5SmL de caldo National Botanical Research Institute’s phosphate,
NBRIP (Anexo 2) y se incubaron a 30°C, con agitacion (150rpm), por 192 horas.
Después, los caldos fueron centrifugados a 3000rpm por 5 minutos y en el
sobrenadante se cuantific6 el fésforo soluble (Rodier y Rodi, 2005),
considerandose una coloracién una coloracion azul positiva a la solubilizacion del
fosfato. La absorbancia se leyo en espectrofotometro de luz visible (Model Tenso
Med NV-203) a 690nm y las concentraciones de fosforo soluble se calcularon con
la ecuacion de la curva de calibracion, obtenida previamente con diluciones

sucesivas de una solucion de 10ppm de fésforo (Anexo 2).

c. Cuantificacion de indoles producidos in vitro

La cuantificacion de indoles producidos in vitro se realizé segun el método
colorimétrico: Técnica de Salkowski (Garcia et al., 2010). El in6culo (5%:0,25mL)
de cada cultivo bacteriano fue sembrado por triplicado en 5mL de caldo tripticasa
soya suplementado con triptéfano (Anexo 3). Después de la incubacion a 30°C, por
192 horas, en agitacion constante (150rpm), los cultivos se centrifugaron a
3000rpm, durante 5 minutos. A continuacion, 0,4mL de cada sobrenadante se
depositaron en tubos, se agregaron 1,6mL de reactivo de Salkowski modificado, se
mezclaron y se dejaron en reposo durante 30 minutos en oscuridad. La reaccion se
considerd positiva a la produccién de indoles por la aparicion de una coloracion
grosella, leyéndose la absorbancia en espectrofotdmetro de luz visible (Model
Tenso Med NV-203) a 530nm. Las concentraciones de indoles se calcularon con la
ecuacion de la curva de calibracidon obtenida previamente con diluciones sucesivas

de una solucién de 100ppm de acido indol acético (Anexo 3).
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3.2.6 Segunda fase: Efecto de Actinobacterias en el desarrollo de
Lycopersicon esculentum Mill.
El efecto de las Actinobacterias en el cultivo de tomate se determind en dos
ensayos, ambos bajo condiciones de invernadero.

. Primer ensayo
En el primer ensayo se determind el efecto de 15 cultivos de

Actinobacterias en la altura de plantas de tomate, durante 60 dias,
seleccionandose para el siguiente ensayo, los cinco cultivos bacterianos con los
gue se alcanzaron los mayores valores en los parametros investigados.

El suelo experimental estuvo constituido por 144kg de una mezcla de
suelo agricola, arena de rio y humus en la proporcion 2:1:1, que fue distribuido
en macetas de arcilla de 3,5kg, a razon de 3kg por maceta (Figura 4). El
analisis fisico-quimico del suelo se realiz6 en el Instituto Nacional de
Investigacion y Extension Agricola, Estacion Experimental Vista Florida de
Chiclayo (Tabla 1), determinandose, una textura franco-arenosa, pH
ligeramente alcalino (7,2), moderada salinidad (7,9 dSm-?), contenido medio de
materia organica (2,55%) y contenido alto de fosforo disponible (20,4ppm) y
potasio (278ppm).

El cultivo de tomate y la inoculacion de Actinobacterias se realizé entre el
7 de marzo al 5 de mayo de 2017, registrandose las temperaturas maxima
(31°C), minima (24°C) y media (26°C), valores obtenidos por la Estacion
Meteoroldgica de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, ubicado en el fundo
“El Cienago” de Lambayeque (Anexo 4).

En el ensayo se sembraron semillas de tomate cv Rio Grande que se
comercializan luego de ser tratadas con el fungicida Tiofanate metil-Tiram (Homai
W.P) en la dosis de 2gkg™ de semillas. El cultivar precoz de tomate Rio Grande
fue obtenido por la compafia californiana Petoseed. Las plantas son de
crecimiento determinado, con resistencia a Verticillium, Fusarium y Alternaria
alternata. Requiere 78 dias para la madurez fisiologica y 105-140 dias (128 dias)
para el inicio de la cosecha, con un promedio de 4 a 5kg de frutos ovalados por
planta, un peso de 150 a 180g por fruto y un rendimiento de hasta 30tha™

(Soplopuco y Navarro, 2005).
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Figura 4. Suelo experimental contenido en macetas de arcilla.

Tabla 1. Andlisis fisico-quimico de suelo agricola experimental, 2017

Clase CE MO N P K
Textual pH (dSm™) (%) (%) (ppm) (ppm)
Franco-Arenosa 7,2 7,9 2.55 0,103 20,4 278
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El porcentaje de germinacion de las semillas de tomate se determind en
cinco placas de Petri, en cuyo fondo se colocé papel filtro, humedecido con agua
destilada esterilizada y con ayuda de pinzas esterilizadas se depositaron
20 semillas de tomate por placa. Las placas de Petri se taparon y se incubaron a
una temperatura de 30°C, humedeciéndolas diariamente hasta observar el

maximo de germinacion (Figura 5).

El in6culo fue obtenido con Actinobacterias cultivadas en caldo nutritivo, a
30°C, durante 72 horas y después de la centrifugacién se obtuvieron 500mL
(Figura 6) de cada cultivo bacteriano en solucion salina esterilizada, NaCl 0,85%
p/v, cuya concentracion se estandarizd a 10%celmL™ por turbidimetria en el

espectofotdmetro a 540nm.

Las semillas de tomate (12) se depositaron en 16 bolsas de polietileno
transparentes de 2,5x8,0 cm y sobre ellas se depositdé 0,1mL del inoculo
correspondiente por bolsa, equivalente a 173mLKg? de semilla (Figura 7). Se
incluyo un testigo al que se le aplicé agua destilada. El contenido de las bolsas se
homogenizo para que las bacterias se distribuyan uniformemente en las semillas y
después las bolsas se llevaron hacia la estufa a 30°C, durante 30 minutos, para
disminuir el exceso de humedad (Delgado y Suyon, 2017). A continuacion, las
semillas se sembraron en el suelo experimental, a razén de tres semillas por
maceta a una profundidad de 2cm. A los 15 dias de la siembra se elimind la
plantula menos vigorosa y se realizaron los riegos correspondientes, con agua

declorada (24 horas), segun los requerimientos de las plantas.

Transcurridos 15, 30, 45 y 60 dias después de la siembra se midié la altura de
las plantas (Figura 8), considerdndose desde la base del tallo hasta el apice
vegetativo del tallo principal (Carrefio, 2009). A los 60 dias se midio la longitud de la
raiz. Con los valores de la altura y longitud de raices, se calcularon los indices de
efectividad de la inoculacion (IEl) en porcentaje, mediante la férmula (Carrefio, 2009)
siguiente:

Tratamiento con inoculacién — Control sininoculacién

IEI (%) = — — x100
Control sin inoculacion
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Figura 6. In6culo de Actinobacterias en solucion salina esterilizada.
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Figura 7. Semillas de Lycopersicon esculentum Mill. inoculadas con

Actinobacterias.

Figura 8. Medicion de altura de planta de Lycopersicon esculentum Mill.
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b. Segundo ensayo

En el segundo ensayo se determind el efecto de cinco cultivos de
Actinobacterias en el desarrollo vegetativo y reproductivo de plantas de tomate,
en condiciones de invernadero. Las Actinobacterias se aplicaron en inoculacion
doble: en las semillas, antes de la siembra y en las raices al momento del
trasplante.

El suelo experimental estuvo constituido por 8,925 kg de una mezcla de
arena de rio y humus (1:1) distribuido en vasos de tecnopor de 16 onzas de
capacidad, a razén de 425 g por vaso (Figura 9), para la siembra de las semillas
y 84 kg de una mezcla de suelo agricola, arena de rio y humus (2:1:1), distribuido
en macetas de 5 kg de capacidad, a razén de 4 kg por maceta. El cultivo de
tomate y la inoculacion de las bacterias se realizé entre 12 de mayo al 18 de
octubre de 2017, registrandose las temperatura maxima (26°C), minima (17°C) y
media (21°C), valores obtenidos por la Estacidon Meteorologica de la Universidad
Nacional Pedro Ruiz Gallo, ubicado en el fundo “El Cienago” de Lambayeque
(Anexo 4).

El inéculo bacteriano y su aplicacion en las semillas de tomate se realizé
de manera similar a lo explicado en el item 3.2.6 a. Las semillas previamente
inoculadas se sembraron en los vasos de tecnopor con el suelo experimental a
razon de cinco semillas por vaso, realizandose los riegos correspondientes con
agua declorada (24 horas) segun los requerimientos de las plantas. A los 7 dias
se determind el porcentaje de emergencia y a los 15 y 30 dias se midio la altura
de las plantulas (Figura 10).

A los 30 dias, en cada tratamiento se seleccionaron las dos plantulas con
la mayor altura, cuidadosamente se extrajeron, se retird el suelo radicular y las
raices se sumergieron (Figura 11) en un depdsito conteniendo 300mL del indculo
bacteriano previamente obtenido y estandarizado a una concentracion de
108celmL*. Después de 10 minutos las plantulas se trasplantaron en las macetas
conteniendo al suelo experimental. En el testigo absoluto, las raices se
sumergieron en agua declorada y en el testigo quimico se aplico fertilizante
guimico 180N:100P:120K.
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Figura 10. Plantulas de Lycopersicon esculentum Mill. cultivadas en

condiciones de invernadero.
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Figura 11. Inmersion de raices de Lycopersicon esculentum Mill. en inéculo de

Actinobacteria.
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El nitrégeno se aplic6 como urea (46%N), el fosforo como fosfato
diamoénico (18%N, 46%P) y el potasio como sulfato de potasio (50%K),
correspondiendo 0,79 de urea; 0,8g de fosfato diaménico y 0,8g sulfato de
potasio por maceta (Anexo 5).La aplicacion de nitrdgeno en forma de urea
(46%N), en la dosis de 391kgha, se realiz6 fraccionada, 1/3 después de 15 dias
del trasplante y los 2/3 restantes 15 dias después. El fésforo y el potasio se
aplicaron junto con la primera dosis de nitrdgeno, al momento del trasplante.
Cada 15 dias después del trasplante hasta los 60 dias (90 dias después de la
siembra) se midio la altura de las plantas. Asimismo, se registré el nimero de
dias transcurridos desde la siembra hasta la aparicion de por lo menos una flor
en el 50% de las plantas de cada tratamiento.

Durante el cultivo se control6 Tuta absoluta “polila de tomate” y
Prodiplosis longifila “caracha” con cinco aplicaciones de Tracer 120 SC (Bacillus
thuringiensis) a la dosis de 120gL* y Regent SC (fipronil) a la dosis de 210,5gL ™,
con intervalos de 7 a 15 dias.

La cosecha fue escalonada, recogiéndo los frutos en estado “pintén” y
realizando dos recolecciones, a los 140 y 160 dias después de la siembra. Para
determinar el rendimiento, en cada recoleccibn se pesaron los frutos,
obteniéndose el peso de los frutos de valor comercial, que segun los estandares
del mercado local (Carrefio, 2009), incluyeron tomates de primera calidad (sanos
y de tamafio grande), segunda calidad (sanos de tamafio pequefios) y de tercera
calidad (tomates grandes o pequefios, pero con dafio de insectos o

magulladuras).
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3.2.7 Analisis estadistico de los datos
Para el disefio experimental completamente aleatorio, el modelo aditivo
lineal fue:
Yij = u + ti + Ejj
Donde:
Yij = observacion del i- ésimo tratamiento, J- enésima repeticion
u = media general de la variable respuesta.
ti = efecto I- ésimo tratamiento, siendoi =1, 2, 3, ... 16 (Primer ensayo)
ti = efecto I-ésimo tratamiento, siendoi =1, 2, 3, ... 7 (Segundo ensayo)
Eij = error experimental en el i- €ésimo tratamiento, j- €sima repeticion
Ho=u1=u2 =u3,... =u16 (Primer ensayo)
Ho=u1=u2 = u3,... = u7 (Segundo ensayo)

Ha = al menos una media diferente

Con los valores de altura y namero de tallos de las plantas se realizaron las
pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza y segun los resultados se
llevaron a cabo los analisis paramétricos analisis de varianza y prueba de
comparaciones multiples de Tukey (Hernandez et al., 2014). En el presente trabajo
se utilizé el software estadistico SPSS version 15,0 asi como los programas de
Microsoft Office Word, Excel version 2013 y Minitab 15.

27



IV RESULTADOS

4.1 Nitrogeno fijado, fosfato solubilizado e indoles producidos

Las bacterias investigadas fijaron nitrégeno, solubilizaron fosfato y produjeron
indoles in vitro, cuantificandose 7,744 a 31,513ppm de amonio; 0,275 a 4,725ppm de
fosforo soluble y 30,022 a 58,911ppm de indoles (Tabla 2).

4.2 Efecto de 15 cultivos de Actinobacterias en la altura y longitud de raices de

Lycopersicon esculentum Mill.

El 100% (15) de cultivos de Actinobacterias incrementaron la altura de las
plantas de tomate, a los 15 dias después de la siembra (Figuras 12, 13),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 3) de 24,53% (Micromonospora
sp.45.1) a 101,09% (Streptomyces sp.50.1). La prueba F del analisis de varianza
demostré alta significancia y segun la prueba de comparaciones multiples de
Tukey el mayor valor se alcanz6 con Streptomyces sp.50.1, diferenciandose

significativamente de los demas tratamientos (Tabla 4).

El 100% (15) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrdgeno incrementaron la
altura de las plantas de tomate, a los 30 dias después de la siembra (Figuras 14,
15), alcanzandose indices de efectividad (Tabla 3) de 23,03% (Nocardia sp.4.3) a
102,55% (Streptomyces sp.50.1). La prueba F del analisis de varianza demostro alta
significancia y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey el mayor valor
se alcanzé con Streptomyces sp.50.1, diferenciandose significativamente de los

demas tratamientos (Tabla 4).
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Tabla 2. Nitrégeno fijado como amonio, fésforo soluble e indoles producidos por
Actinobacterias

Actinobacterias Amonio Fosforo soluble Indoles
(ppm) (ppm) (ppm)

Nocardia sp.4.3 31,513 3,598 34,911
Streptomyces sp.5.5 31,256 - 37,577
Streptomyces sp.39.1 30,667 2,760 38,244
Streptomyces sp.30.1 29,528 - 38,911
Micromonospora sp.15.2 29,307 3,613 38,687
Nocardia sp.44.2 13,167 4,725 37,800
Nocardia sp.35.6 11,256 4,379 30,022
Streptomyces sp.11.3 23,039 4,292 58,466
Streptomyces sp.11.2 23,792 4,031 39,578
Nocardia sp.49.1 15,759 4,118 41,133
Streptomyces sp.50.1 22,542 4,275 58,911
Micromonospora sp.45.1 7,744 2,746 44,022
Streptomyces sp.39.2 20,281 4,205 48,911
Nocardia sp.12.2 9,893 - 48,244

Nocardia sp.30.6 13,627 - 46,022
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Figura 12. Plantas de Lycopersicon esculentum Mill. 15 dias después de la

inoculacion de Actinobacterias.
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Figura 13. Altura (cm) de Lycopersicon esculentum Mill. 15 dias después de la

inoculacion de Actinobacterias, 2017.
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Tabla 3. indices de efectividad en la altura de plantas de Lycopersicon esculentum Mill.,
15, 30, 45 y 60 dias después de la inoculacién de Actinobacterias

IE (%)

Actinobacterias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Nocardia sp.4.3 48,44 23,03 0 0
Streptomyces sp.5.5 72,97 63,32 26,97 0
Streptomyces sp.39.1 45,78 52,51 19,87 0
Streptomyces sp.30.1 77,03 60,77 24,75 4,72
Micromonospora sp.15.2 25,00 27,53 7,88 0
Nocardia sp.44.2 61,41 50,04 28,95 9,64
Nocardia sp.35.6 56,25 55,51 35,84 16,49
Streptomyces sp.11.3 85,47 72,54 50,82 17,91
Streptomyces sp.11.2 66,09 58,29 37,04 14,83
Nocardia sp.49.1 62,50 55,06 31,85 11,95
Streptomyces sp.50.1 101,09 102,55 73,81 24,63
Micromonospora sp.45.1 24,53 32,56 26,85 18,21
Streptomyces sp.39.2 55,78 53,26 45,04 28,91
Nocardia sp.12.2 42,19 27,53 23,85 18,81
Nocardia sp.30.6 77,03 57,54 38,84 19,71

*Promedio de tres repeticiones
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Tabla 4. Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la altura de plantas de Lycopersicon esculentum Mill. 15, 30, 45y

60 dias después de la inoculacion de Actinobacterias

Altura (cm)
Tratamientos 15dias Sign. 30dias  Sign. 45 dias  Sign 60 dias Sign.
Nocardia sp.4.3 9,50 cdef 16,40 ef 31,00 f 51,00 f
Streptomyces sp.5.5 11,07 cde 21,77 bc 42,37 de 77,33 de
Streptomyces sp.39.1 9,33 cdef 20,33 bcd 40,00 de 71,43 def
Streptomyces sp.30.1 11,33 bcd 21,43 bc 41,63 de 81,50 cd
Micromonospora sp.15.2 8,00 def 17,00 cde 36,00 def 73,80 def
Nocardia sp.44.2 10,33 cde 20,00 bcd 43,03 cde 85,33 cd
Nocardia sp.35.6 10,00 cde 20,73 bcd 45,33 cde 90,67 bc
Streptomyces sp.11.3 11,87 bc 23,00 b 50,33 b 91,77 bc
Streptomyces sp.11.2 10,63 cde 21,10 bc 45,73 cde 89,37 c
Nocardia sp.49.1 10,40 cde 20,67 bcd 44,00 cde 87,13 cd
Streptomyces sp.50.1 12,87 a 27,00 a 58,00 a 97,00 b
Micromonospora sp.45.1 7,97 ef 17,67 cde 42,33 de 92,00 bc
Streptomyces sp.39.2 9,97 cdef 20,43 bcd 48,40 bc 100,33 a
Nocardia sp.12.2 9,10 cdef 17,00 cde 41,33 de 92,47 bc
Nocardia sp.30.6 11,33 bcd 21,00 bc 46,33 bc 93,17 bc
Testigo absoluto 6,40 f 13,33 f 33,37 ef 77,83 de
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Figura 14. Plantas de Lycopersicon esculentum Mill. 30 dias después de la

inoculacibn de Actinobacterias, a) Micromonospora sp.45.1,

b) Streptomyces sp.30.1, c) Streptomyces sp.39.2
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Figura 15. Altura (cm) de Lycopersicon esculentum Mill. 30 dias después de la

inoculacion de Actinobacterias, 2017.
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El 93,33% (14) de cultivos de Actinobacterias incrementaron la altura de las
plantas de tomate, a los 45 dias después de la siembra (Figuras 16, 17),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 3) de 7,88% (Micromonospora sp.15.1)
a 73,81% (Steptomyces sp.50.1). La prueba F del andlisis de varianza demostré
alta significancia y segun la prueba de comparaciones mdultiples de Tukey el
mayor valor se alcanz6 con Steptomyces sp.50.1, diferenciandose
significativamente de los demas tratamientos (Tabla 4).

El 73,33% (11) de cultivos de Actinobacterias incrementaron la altura de las
plantas de tomate, a los 60 dias después de la siembra (Figura 18), alcanzandose
indices de efectividad (Tabla 3) de 4,72% (Streptomyces sp.50.1) a 28,91%
(Streptomyces sp.39.2). La prueba F del analisis de varianza demostro alta
significancia y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey el mayor
valor se alcanzo6 con Streptomyces sp.39.2, diferenciandose significativamente de

los demas tratamientos (Tabla 4).

El 66,67% (10) de cultivos de Actinobacterias incrementaron la longitud de
la raiz de las plantas de tomate, a los 60 dias después de la siembra (Figuras 19,
20), alcanzandose indices de efectividad (Tabla 5) de 1,74% (Nocardia sp.35.6) a
43,84% (Streptomyces sp.50.1). La prueba F del analisis de varianza demostré
alta significancia y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey el
mayor valor se alcanz6 con Steptomyces sp.50.1, diferenciandose

significativamente de los demas tratamientos (Tabla 5).

4.3 Cultivos de Actinobacterias seleccionadas
Las Actinobacterias seleccionadas (Figura 21, tabla 6), fueron las que
alcanzaron los mayores indices de efectividad en la altura (tres -cultivos

bacterianos) y en la longitud de las raices de tomate (dos cultivos bacterianos).
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Figura 16. Plantas de Lycopersicon esculentum Mill. 45 dias después de la

inoculacién de Actinobacterias, a) Nocardia sp.4.3,

b) Micromonospora sp.15.2, ¢) Steptomyces sp.50.1.
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inoculacion de Actinobacterias, 2017.
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inoculacion de Actinobacterias, 2017.
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Figura 19. Raices de plantas de Lycopersicon esculentum Mill. 60 dias después de
la inoculacion de  Actinobacterias, a) Testigo absoluto,

b) Nocardia sp.49.1, c) Streptomyces sp.30.1, d) Streptomyces sp.50.1.
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Figura 20. Longitud (cm) de raices de Lycopersicon esculentum Mill. 60 dias

después de la inoculacién de Actinobacterias, 2017.
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Tabla 5. indices de efectividad (%) y prueba de comparaciones mdltiples de Tukey
de la longitud de raices de Lycopersicon esculentum Mill., 60 dias después
de la inoculacion de Actinobacterias

Tratamientos Longitud IE Sign.
(cm) (%) (a=0.05)
Nocardia sp.4.3 23,10 21,05 abc
Streptomyces sp.5.5 18,17 0 ef
Streptomyces sp.39.1 21,93 15,42 cd
Streptomyces sp.30.1 24,00 26,32 ab
Micromonospora sp.15.2 19,00 0 de
Nocardia sp.44.2 19,00 0 de
Nocardia sp.35.6 19,33 1,74 de
Streptomyces sp.11.3 17,00 0 ef
Streptomyces sp.11.2 24,73 30,16 ab
Nocardia sp.49.1 20,33 7,00 cd
Streptomyces sp.50.1 27,33 43,84 a
Micromonospora sp.45.1 21,33 12,26 cd
Streptomyces sp.39.2 19,67 3,53 d
Nocardia sp.12.2 16,67 0 ef
Nocardia sp.30.6 23,00 21,05 abc
Testigo absoluto 19,00 - de

*Promedio de tres repeticiones

42



Flgura 21 Cultlvos de Actlnobacterlas selecmonados

Tabla 6. indices de efectividad (%) en la altura de planta y longitud de raices de

Lycopersicon esculentum Mill. por Actinobacterias seleccionadas

IE (%)

Altura de Longitud de

Actinobacterias planta/dias raices/dias
15 30 45 60 60

Streptomyces sp.39.2 55,78 53,26 45,04 28,91 3,53
Streptomyces sp.50.1 101,09 102,55 73,81 24,63 43,84
Nocardia sp.30.6 77,03 57,54 38,84 19,71 21,05
Streptomyces sp.30.1 77,03 60,77 24,75 4,72 26,32
Streptomyces sp.11.2 66,09 58,29 37,04 14,83 30,16
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4.4 Efecto de Actinobacterias seleccionadas en el desarrollo vegetativo y

reproductivo de Lycopersicon esculentum Mill.

El 60% (3) de cultivos de Actinobacterias incrementaron la emergencia de las
plantulas de tomate, a los 7 dias después de la siembra (Figuras 22, 23),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 7) de 16,67% (Nocardia sp.30.6) a
25,00% (Streptomyces sp.50.1 y Streptomyces sp.11.2).

El 100% (5) de cultivos de Actinobacterias incrementaron la altura de las
plantas de tomate, a los 15 dias después de la siembra (Figuras 24, 25),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 7) de 21,40% (Nocardia sp.30.6) a
103,40% (Streptomyces sp.11.2). La prueba F del analisis de varianza demostro
alta significancia y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey el
mayor valor se alcanz6 con Streptomyces sp.11.2, diferenciandose

significativamente de los demas tratamientos (Tabla 8).

El 100% (5) de cultivos de Actinobacterias incrementaron la altura de las
plantas de tomate, a los 30 dias después de la siembra (Figuras 26, 27),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 7) de 50,29% (Nocardia sp.30.6) a
73,01% (Streptomyces sp.50.1). La prueba F del analisis de varianza demostré
alta significancia y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey los
mayores valores se alcanzaron con Streptomyces sp.50.1 y Streptomyces sp.11.2,
no diferenciandose significativamente de Streptomyces sp.30.1, pero si de los

demas tratamientos (Tabla 8).

El 100% (5) de cultivos de Actinobacterias incrementaron la altura de las
plantas de tomate, a los 45 dias después de la siembra (Figuras 28, 29),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 9) de 7,59% (Streptomyces sp.39.2) a
56,05% (Streptomyces sp.11.2). La prueba F del analisis de varianza demostro alta
significancia y segun prueba de comparaciones multiples de Tukey el mayor valor
se alcanz6 con Streptomyces sp.11.2, no diferenciandose significativamente de

Streptomyces sp.30.1, pero si de los demas tratamientos (Tabla 10).
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Figura 22. mergencia de Lycopersicon esculentum Mill., 7 dias después de la
inoculacién de Actinobacterias seleccionadas, 2017.
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Figura 23. Emergencia de Lycopersicon esculentum Mill., 7 dias después de la
inoculacion de Actinobacterias seleccionadas, 2017.
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Tabla 7. indices de efectividad (%) en la emergencia y altura de plantas de
Lycopersicon esculentum Mill. por Actinobacterias seleccionadas

IE (%)
Tratamientos Emergencia Altura (15 dias) Altura (30 dias)
Streptomyces sp.39.2 0 65,40 55,36
Streptomyces sp.50.1 25,00 62,60 73,01
Nocardia sp.30.6 16,67 21,40 50,29
Streptomyces sp.30.1 0 70,00 61,48
Streptomyces sp.11.2 25,00 103,40 72,20

s

Figura 24. Altura (cm) de plantas de Lycopersicon esculentum Mill.,, 15 dias
después de la inoculacién de Actinobacterias seleccionadas, 2017.
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Tabla 8 Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la altura de plantas de
Lycopersicon esculentum Mill., 15 y 30 dias después de la inoculacion de
Actinobacterias seleccionadas

Altura (cm)
Tratamientos 15 dias Sign. 30 dias Sign.
Streptomyces sp.39.2 8,27 cd 13,47 cd
Streptomyces sp.50.1 8,13 cd 15,00 a
Nocardia sp.30.6 6,07 def 13,03 de
Streptomyces sp.30.1 8,50 bcd 14,00 abc
Streptomyces sp.11.2 10,17 A 14,93 a
Testigo absoluto 5,00 F 8,67 f
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Figura 26. Altura (cm) de plantas de Lycopersicon esculentum Mill., 30 dias
después de la inoculacién de Actinobacterias seleccionadas, 2017.
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Figura 27. Altura (cm) de plantas de Lycopersicon esculentum Mill., 30 dias después
de la inoculacién de Actinobacterias seleccionadas, 2017.
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Figura 28. Plantas de Lycopersicon esculentum Mill. 45 dias después de la
inoculacién de Actinobacterias seleccionadas, 2017, a) Testigo
absoluto, b) Testigo quimico, c) Streptomyces sp.30.1
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Figura 29. Altura (cm) de plantas de Lycopersicon esculentum Mill., 45 dias después
de la inoculacion de Actinobacterias seleccionadas, 2017.
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Tabla 9. indices de efectividad (%) en la altura de plantas de Lycopersicon esculentum
Mill. por Actinobacterias inoculadas a la siembra y trasplante

IE (%)
Tratamientos Altura Altura Altura Altura
(45 dias) (60 dias) (75 dias) (90 dias)

Streptomyces sp.39.2 37,86 21,43 18,75 10,35
Streptomyces sp.50.1 32,59 16,25 11,66 0,87
Nocardia sp.30.6 7,59 0 0 0
Streptomyces sp.30.1 46,95 19,48 17,09 6,07
Streptomyces sp.11.2 56,05 7,79 6,66 1,73
Testigo quimico 28,77 11,69 11,25 5,78

*Promedio de tres repeticiones
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Tabla 10. Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la altura de plantas de Lycopersicon esculentum Mill., 45, 60, 75y
90 dias después de la inoculacién de Actinobacterias a la siembra y trasplante

Altura (cm)

Tratamientos 45 dias  Sign. 60 dias Sign. 75 dias Sign. 90 dias  Sign.
Streptomyces sp.39.2 30,33 bc 62,33 a 95,00 a 127,27 a
Streptomyces sp.50.1 29,17 «cd 59,67 bc 89,33 ab 116,33 de
Nocardia sp.30.6 23,67 ef 47,33 f 78,67 f 108,33 f
Streptomyces sp.30.1 32,33 ab 61,33 a 93,67 a 122,33  bc
Streptomyces sp.11.2 34,33 a 55,33 bc 85,33 cd 117,33 de
Testigo quimico 28,33 «cd 57,33 bc 89,00 ab 122,00 bc

Testigo absoluto 22,00 f 51,33 de 80,00 ef 115,33 de
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El 80% (4) de cultivos de Actinobacterias incrementaron la altura de las
plantas de tomate, a los 60 dias después de la siembra (Figuras 30 a 32),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 9) de 7,79% (Streptomyces sp.11.2) a
21,43% (Streptomyces sp.39.2). La prueba F del analisis de varianza demostré
alta significancia y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey los
mayores valores se alcanzaron con Streptomyces spp.39.2 y 30.1, no
diferenciandose significativamente entre ellos pero si de los demas tratamientos
(Tabla 10).

El 80% (4) de cultivos de Actinobacterias incrementaron la altura de las
plantas de tomate, a los 75 dias después de la siembra (Figura 33), alcanzandose
indices de efectividad (Tabla 9) de 6,66% (Streptomyces sp.11.2) a 18,75%
Streptomyces sp.39.2). La prueba F del analisis de varianza demostro alta
significancia y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey los mayores
valores se alcanzaron con Streptomyces spp.39.2 y 30.1, no diferenciandose
significativamente de Streptomyces sp.50.1, pero si con los demas tratamientos
(Tabla 10).

El 80% (4) de cultivos de Actinobacterias incrementaron la altura de las
plantas de tomate, a los 90 dias después de la siembra (Figuras 34 a 35),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 9) de 0,87% (Streptomyces sp.50.1) a
10,35% (Streptomyces sp.39.2). La prueba F del analisis de varianza demostro
alta significancia y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey el
mayor valor se alcanz6 con Streptomyces sp.39.2, diferenciandose
significativamente de los demas tratamientos (Tabla 10).

El 100% (5) de cultivos de Actinobacterias disminuyeron los dias requeridos
para la floracién, siendo de 95 dias con Streptomyces sp.30.1 y 97 dias con
Streptomyces sp.50.1 (Figuras 36 a 39), valores correspondientes a indices de
efectividad de 6,86 y 4,90%, respectivamente (Tabla 11).

El 100% (5) de cultivos de Actinobacterias disminuyeron los dias requeridos
para la fructificacion, siendo de 125 dias con Streptomyces sp.11.2 y Streptomyces
sp.39.2 y 130 dias con Nocardia sp.30.6 (Figuras 40, 41), valores correspondientes a
indices de efectividad de 6,02 y 2,26%, respectivamente (Tabla 12).
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Streptomyces sp.39.2

Figura 30. Plantas de Lycopersicon esculentum Mill. 60 dias después de la
inoculaciébn de Actinobacterias seleccionadas, 2017, a) Testigo
guimico, b) Testigo absoluto, c) Streptomyces sp.39.2.

Figura 31. Plantas de Lycopersicon esculentum Mill. 60 dias después de la
inoculacién de Actinobacterias seleccionadas, 2017, a) Testigo
guimico, b) Testigo absoluto, ¢) Streptomyces sp.11.2.
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Figura 32. Altura (cm) de plantas de Lycopersicon esculentum Mill., 60 dias después
de la inoculacion de Actinobacterias seleccionadas, 2017.
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Figura 33. Altura (cm) de plantas de Lycopersicon esculentum Mill., 75 dias después
de la inoculacion de Actinobacterias seleccionadas, 2017.

54



Figura 34. Plantas de Lycopersicon esculentum Mill. 90 dias después de la
inoculaciébn de Actinobacterias seleccionadas, 2017, a) Testigo
guimico, b) Testigo absoluto, c) Streptomyces sp.30.1.

Figura 35. Plantas de Lycopersicon esculentum Mill. 90 dias después de la
inoculacién de Actinobacterias seleccionadas, 2017, a) Testigo
guimico, b) Testigo absoluto, ¢) Streptomyces sp.11.2.



140
127,27
122,33 122
i 117,33 116,33 115,33
120 ’
108,32
100 -
‘E 80 -
o
s
2 60 -
<
40
20 -
0
Nocardia Streptomyces Testigo  StreptomycesStreptomyces  Testigo Nocardia
sp.39.2 sp.30.1 quimico sp.11.2 sp.50.1 absoluto sp.30.6

Figura 36. Altura (cm) de plantas de Lycopersicon esculentum Mill., 90 dias después
de la inoculacion de Actinobacterias seleccionadas, 2017.

Figura 37. Flores de Lycopersicon esculentum Mill.
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Figura 38. Plantas de Lycopersicon esculentum Mill. en floracién, 2017.
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Figura 39. Dias al 50% de la floracion en Lycopersicon esculentum Mill., inoculado con
Actinobacterias a la siembra y al trasplante.
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Tabla 11. indices de efectividad (%) al 50% de la floracién en Lycopersicon
esculentum Mill., por Actinobacterias inoculadas a la siembra y

trasplante
Tiempo requerido para la floracion

Tratamientos Dias IE (%)
Streptomyces sp.39.2 96 5,88
Streptomyces sp.50.1 97 4,90
Nocardia sp.30.6 100 0,04
Streptomyces sp.30.1 95 6,86
Streptomyces sp.11.2 96 5,88
Testigo quimico 97 4,90
Testigo absoluto 102 -

Figura 40. Fructificacién de Lycopersicon esculentum Mill.
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Figura 41. Dias al 50% de fructificacion en Lycopersicon esculentum Mill., inoculado
con Actinobacterias a la siembra y trasplante.

Tabla 12. indices de efectividad (%) al 50% de fructificacion en Lycopersicon
esculentum Mill., por Actinobacterias inoculadas a la siembra y trasplante

Tiempo requerido para la fructificacion

Tratamientos Dias IE (%)
Streptomyces sp.39.2 125 6,02
Streptomyces sp.50.1 126 5,26
Nocardia sp.30.6 130 2,26
Streptomyces sp.30.1 127 4,51
Streptomyces sp.11.2 125 6,02
Testigo quimico 126 5,26
Testigo absoluto 133 -
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El 80% (4) de cultivos de Actinobacterias aumentaron el nimero y peso de
frutos comerciales de tomate (Figura 42), siendo de 61 frutos por planta con
Nocardia sp.30.6 y 74 frutos por planta con Streptomyces sp.50.1 (Tabla 13), valores
correspondientes a indices de efectividad de 1,67 y 23,33% (Tabla 14).La prueba F
del analisis de varianza demostré6 alta significancia y segun la prueba de
comparaciones multiples de Tukey los mayores valores se alcanzaron con
Streptomyces spp.50.1 y 11.2, diferenciandose significativamente de los demas
tratamientos (Tabla 15). EIl peso de los frutos fue de 3,420 y 4,530kg con Nocardia
sp.30.6 y Streptomyces sp.50.1 respectivamente (Tabla 13), valores
correspondientes a indices de efectividad de 1,18 y 34,02% (Tabla 14). La prueba F
de andlisis de varianza demostré alta significancia y segun la prueba de
comparaciones multiples de Tukey los mayores valores se alcanzaron con
Streptomyces spp.50.1 y 11.2, diferenciandose significativamente de los demas

tratamientos (Tabla 15)
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Figura 42. Frutos comerciales de Lycopersicon esculentum Mill.

Tabla 13. Numero y peso de frutos de plantas de Lycopersicon esculentum Mill.
Inoculadas con Actinobacterias a la siembra y transplante

Frutos
Tratamientos Numero Peso
(N°) (kg)
Streptomyces sp.39.2 63 3,594
Streptomyces sp.50.1 74 4,530
Nocardia sp.30.6 61 3,420
Streptomyces sp.30.1 58 3,250
Streptomyces sp.11.2 72 4,305
Testigo quimico 69 4,020
Testigo absoluto 60 3,380
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Tabla 14. indices de efectividad (%) en el nimero y peso de frutos de Lycopersicon
esculentum Mill por Actinobacterias a la siembra y trasplante

IE (%)

Tratamientos Numero Peso
Streptomyces sp.39.2 5,00 6,33
Streptomyces sp.50.1 23,33 34,02
Nocardia sp.30.6 1,67 1,18
Streptomyces sp.30.1 0 0

Streptomyces sp.11.2 20,00 27,37
Testigo quimico 15,00 18,93

Tabla 15. Prueba de comparaciones multiples de Tukey del nimero y peso de frutos

de Lycopersicon
seleccionadas

esculentum  Mill.

inoculado con

Actinobacterias

Frutos
Tratamientos Numero  Sign. Peso (kg) Sign.
Streptomyces sp.39.2 63 cd 3,594 de
Streptomyces sp.50.1 74 a 4,530 a
Nocardia sp.30.6 61 de 3,420 def
Streptomyces sp.30.1 58 f 3,250 f
Streptomyces sp.11.2 72 a 4,305 a
Testigo quimico 69 b 4,020 bc
Testigo absoluto 60 ef 3,380 ef
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V. DISCUSION

Las rizobacterias promotoras de crecimiento en plantas (PGPR) como las
Actinobacterias estudiadas en la presente investigacion son aquellas que
mediante mecanismos directos e indirectos benefician el desarrollo vegetativo y
reproductivo de los cultivos agricolas; no obstante, el efecto de su inoculacion no
siempre es el esperado (Lopez, 2013). El patron no definido del efecto de las
PGPR se asocia a metabolitos volatiles (Rico, 2009), alta concentracion de
auxinas (Camelo et al., 2011), variabilidad en la colonizacion, concentracion de
in6culo, competencia por nutrientes entre bacterias (Garcia, 2012a), fase de
crecimiento del inoculo bacteriano (Lopez, 2013), tipo de suelo (Rico, 2009) y

especificidad bacteria-planta (Garcia, 2012a).

Las Actinobacterias previamente aisladas de la monocotiledénia esparrago
(Sanchez, 2017), incrementaron el desarrollo de la dicotiledonia tomate,
demostrandose que la especificidad bacteria-planta no es determinante en el éxito
de la inoculacion de estas bacterias, coincidiendo con Garcia (2012b) y German
(2015).

La utilizacion biotecnolégica de las PGPR requiere investigar previamente
su fisiologia, para seleccionar aquellas cepas con mayor potencial (Carcafio,
Ferrera, Pérez, Molina y Bashan, 2006). Por esta razén, se investigo la fijacién de
nitrégeno, solubilizacion de fosfato y produccion de indoles, caracteristicas
consideradas por Infante y Zurita (2013), Lopez (2013) y Arrunategui (2015) como
indicadores del potencial in vitro de las Actinobacterias para promover el

crecimiento de plantas.
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Las Actinobacterias fijaron nitrdgeno en condiciones de laboratorio,
detectandose amonio, caracteristica demostrada previamente por Franco et al.,
2010 (Streptomyces, Nocardia) e Infante y Zurita, 2013 (Micromonospora). La
concentracion maxima de amonio cuantificado se encontrd en rango 1,4-34,0 ppm
reportado para Actinobacterias aisladas de tomate (NUfiez y Vasquez, 2013), maiz
(Arrunéategui, 2015) y espéarrago (Sanchez, 2017).

La solubilizacion de fosfato por las Actinobacterias es una caracteristica que
también fue reportada anteriormente en aislados de platano (Otero, 2011), papa
(Rico, 2009), maiz (Cabrera y Paredes, 2013), pifién blanco (Gémez y Yarlaqué,
2013) y malezas (Infante y Zurita, 2013). Asimismo, la produccion de indoles in
vitro fue demostrada previamente por Rico (2009) y Lopez (2013). La maxima
concentracion de indoles de 58,91 ppm se encontré en el rango 13-150 ppm
registrado con Actinobacterias aisladas de papa (Rico, 2009), trébol blanco
(Franco, Quintana, Duque, Suarez, Rodruiguez & Barea, 2010), platano (Otero,
2011) y banano (Gangwar, Khushboo & Saini, 2014).

Las Actinobacterias fijadoras de nitrogeno, solubilizadoras de fosfato y
productoras de indoles incrementaron el desarrollo vegetativo de tomate,
coincidiendo con Nufez y Vasquez (2013) y Salazar y Ordofiez (2013). De igual
manera, Actinobacterias con estas capacidades afectaron posteriormente cultivos
de trébol blanco (Gémez et al., 2011), papa (Stechmann, 2011), haba (Hewedy,
2011), lechuga (Salazar y Ordofiez, 2013), maiz (Julén, 2014), y esparrago
(Sanchez, 2017). La promocién de crecimiento en plantas por las Actinobacterias
estd asociada a mecanismos directos como la fijacion de nitrégeno (Salazar y
Orddnez, 2013), solubilizacion de fosfatos (Nufiez y Vasquez, 2013), produccion
de indoles (Otero, 2011) y también a mecanismos indirectos o de control biolégico
(Srividya et al., 2012).

El efecto promotor de las Actinobacterias en el cultivo de tomate se
evidencié con el incremento en la germinacion, altura, longitud de raices y
rendimiento, asi como también en la disminucion de los dias requeridos para la
floraciéon de las plantas. En otras investigaciones se ha reportado incremento en la

germinacién de semillas de lechuga (Salazar y Ordo6fiez, 2013), niumero de raices
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en maiz (Postolaky, Baltsat, Burtseva & Maslobrod, 2012), altura de plantas y
longitud de raices en chili (Suwan et al., 2012), aérea foliar y longitud de raices en
pifién blanco (Qin, Miao, Feng, Wang, Zhu, Xing et al., 2015), biomasa foliar y
radicular en trébol blanco (Gémez et al., 2011) y ndmero de flores y vainas en
haba (Hewedy, 2011), y rendimiento en papa (Rico, 2009) y maiz (Paredes, 2014).

La longitud de la raiz de las plantas de tomate fue incrementada hasta
43,84% por Streptomyces sp.50.1, bacteria a la que correspondid la maxima
concentracion de indoles. Segun Loredo, Lopez y Espinoza (2004) el efecto
positivo de las PGPR siempre esta relacionado con el incremento de la longitud de
las raices laterales, asi como el numero y longitud de los pelos radiculares,
cambios que se asocian con la sintesis de reguladores del crecimiento como

auxinas, citoquinas y giberelinas.

El incremento en el rendimiento del tomate por efecto de las Actinobacterias
fue reportado previamente por Anitha & Rabeeth (2009). Segun Matinez et al.
(1999), mencionado por Carrera (2012), incrementos de por lo menos 20% en el
rendimiento de los cultivos, se consideran comercialmente muy valiosos para la
agricultura, siempre y cuando estos resultados sean consistentes. En este
contexto, Streptomyces spp.50.1 y 11.2 con incrementos de 34,02 y 27,37%,
respectivamente, tienen potencial para promover el crecimiento y aumentar el

rendimiento del cultivo de tomate.

65



VI. CONCLUSIONES

Las Actinobacterias fijaron in vitro nitrégeno (7,744 a 31,513ppm de
amonio), solubilizaron fosfato tricalcico (0,275 a 4,725ppm de fésforo

soluble) y produjeron indoles (30,022 a 58,911ppm).

Los 15 cultivos de Actinobacterias previamente aisladas de
esparrago, incrementaron el desarrollo vegetativo de tomate,
alcanzandose indices de efectividad de 4,72 a 101,09% en la altura y
1,74 a 43,84% en la longitud de raices.

Los cultivos de Actinobacterias seleccionados fueron los cinco que
alcanzaron los mayores valores en la altura, correspondientes a
Streptomyces spp.11.2, 30.1, 39.2, 50,1 y Nocardia sp.30.6.

Las Actinobacterias seleccionadas incrementaron el desarrollo del
cultivo de tomate, destacando Streptomyces spp.11.2 y 50.1 con
indices de efectividad de 1,73 a 56,05% en la altura, 20 a 23% en el

namero de frutos y 27,37 a 34,02% en el peso de frutos. .
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VIl. RECOMENDACIONES

Identificar a nivel molecular Streptomyces spp.11.2 y 50.1.

Determinar el efecto de Streptomyces spp.11.2 y 50.1 en el
desarrollo de tomate, en condiciones de campo, con y sin

aplicacion de fertilizante quimico.

Investigar sustratos organicos de bajo costo para el incremento

masivo de Streptomyces spp.11.2 y 50.1.
Investigar el efecto de Streptomyces spp.11.2 y 50.1 en el

desarrollo de otros cultivos agricolas en condiciones de

invernadero y campo.
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ANEXO 1
Procedimiento para elaborar la curva de calibracion para cuantificar el ion
amonio

a. Reactivos (en Lara, Villalba y Oviedo, 2007; Cadena y Martinez, 2011)

Cloruro de potasio 2M
Cloruro de potasio 149,129
Agua destilada 1000mL

Solucién alcohélica de fenol 10%
Fenol concentrado 10mL
Alcohol 97° 90mL

Nitroprusiato de sodio 0,5%
Nitroprusiato de sodio 0,59
Agua destilada 100mL

Solucién oxidante

Citrato de sodio 20,09
Hidroxido de sodio 1,09
Hipoclorito de sodio 5% (lejia comercial) 2mL
Agua destilada 100mL

b. Método colorimétrico de Berthelot para cuantificar el nitrégeno en
amonio (en Lara et al., 2007)

b.1 Fundamento del método colorimétrico de Berthelot (fenolhipoclorito)

Se basa en la formacién de un color azul intenso de indofenol, que resulta
de la reaccion del ion amonio (NH4) con los compuestos fendlicos, en
presencia de un agente oxidante como el hipoclorito de sodio u o-fenol y un
catalizador, principalmente nitroprusiato de sodio o de potasio. El mecanismo
de la reaccion depende de la luz presente, la temperatura ambiente,
catalizadores y pH alcalino. Cuando se utiliza fenol o sodio la reaccion puede
ser representada de la siguiente manera:

NHs + 2CsHe0™+ 3CIO" —> O= CeH4= N-CeH4-O + 2H.0 + OH" + 3CI

b.2 Preparaciéon de diluciones a partir de una solucion madre de NH,ClI

Para obtener la curva patrén se prepara una solucion madre de 100ppm
de NH4Cl, para lo cual se pesa 0,1g de NH4Cl y se disuelve en 1L de agua
bidestilada. Posteriormente, a partir de la solucibn madre se efecttan las
siguientes diluciones:
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NH.CI
o Solucioén patrén H20 bidestilada (Ug/mL = ppm)
N de tubo [mL] [mL] NH.CI
[Hg /mL= ppm]
1 0,0 10,0 0
2 0,2 9,8 2
3 0,4 9,6 4
4 0,6 9,4 6
5 0,8 9,2 8
6 1,0 9,0 10
7 1,5 8,5 15
8 2,0 8,0 20

b.3 Procedimiento para la cuantificacion de amonio por colorimetria

Obtenidas las diluciones, agregar a cada tubo 0,4mL de solucion
alcoholica de fenol al 10%; 0,4mL de nitroprusiato de sodio al 0,5% y 1mL de
solucién oxidante, luego agitar para mezclar y dejar en reposo durante 1 hora.
Observar una coloracion que varia del verde azul al azul intenso segun la
concentracion de amonio. Leer la absorbancia de cada dilucion en el

espectrofotometro a 632,9nm.

de los valores sobre la recta.

Una vez obtenida la absorbancia de todas las concentraciones de amonio,
corregir los valores y mediante regresion lineal con el programa Microsoft
Excel 2010, obtener la ecuacion de la recta y el coeficiente de determinacion
(R?) que debera ser mayor a 0,9 para demostrar una dispersiéon homogénea

N° tubo NH4 100 (ppm) Absorbancia Absorbancia corregida
01 0 0,058 0,000
02 2 0,199 0,141
03 4 0,311 0,253
04 6 0,480 0,422
05 8 0,576 0,518
06 10 0,619 0,561
07 15 0,884 0,826
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Obtenida la absorbancia de las siete concentraciones de amonio, introducir
los datos el el programa Microsoft Office Excel 2007 y construir la curva
patrén de calibracion:

0,9
0,8 *

L 07

G 0,6

8 05 o y = 0,0544x + 0,0387

S04 o R2=0,9829

(2]

203

< ]
0.2 A
01 c =

O ‘ T T T 1
0 5 10 15 20

NH4 100 ppm

En la ecuacion obtenida:

y = 0,0544x + 0,0387

Donde:
y: representa la absorbancia captada (variable dependiente).

x: cantidad de amonio en ppm (variable independiente).

Despejar “X” para obtener la cantidad de amonio (ppm) fijado por cada bacteria

nativa.

_y-0,0387
~ 0,0544
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ANEXO 2

Cuantificacion de fosforo solubilizado in vitro
a. Reactivos (en Rodier y Rodi, 2005)

e Solucion de acido sulfarico 5N

Acido sulfrico (d = 1,84) 14 mL
Agua destilada hasta enrase 100 mL
e Solucion de molibdato aménico 4 % 20 mL

e Solucion de acido ascorbico
Acido ascoérbico 1,76 mL
Agua destilada hasta enrase 100 mL
e Solucion de amético (Preparar al momento del uso)
Tartrato doble de antimonio y potasio 0,0274 g
Agua destilada hasta enrase 100 mL

e Reactivo para determinacion de ortofosfatos

Acido sulftrico 5 N 40 mL
Solucion de Molibdato amoénico 12 mL
Solucion de acido ascorbico 24 mL
Solucion de emético 4 mL

e Solucién madre de 0,2 mgL* de fésforo
Fosfato monopotasico previamente desecado
en estufa a 100 °C 877 ¢
Agua destilada hasta enrase 100 mL
e Solucién hijade 2mgL* de fosforo
Diluir 1mL de solucién madre en 99mL de agua destilada
(1/100)
b. Método colorimétrico del Molibdato para cuantificar fosforo soluble
(en Rodier y Rodi, 2005)
b.1. Fundamento
En medio acido y en presencia de molibdato aménico, los ortofosfatos
forman un complejo fosfomolibdico que, reducido por el acido ascorbico, desarrolla

una coloracién azul susceptible de una determinacién colorimétrica y cuya
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aparicion se acelera utilizando el catalizador emético, tartrato doble de antimonio y

potasio.

b.2. Limpieza de los recipientes de vidrio
Para la limpieza del material de vidrio no utilizar detergentes que contengan
fosfato. Lavados con acido clorhidrico diluido y enjuagados cuidadosamente con

agua destilada.

b.3. Preparacion de la curva de calibracion

Colocar en una serie de matraces aforados de 25 mL:

Numero de matraces T I Il 1]
Solucién salina de fésforo de 2 mgL™? (mL) 0 1 2 5
Agua bidestilada (mL) 20 19 18 15
Reactivo indicador (mL) 4 4 4 4
Agua destilada hasta enrase (mL) 25 25 25 25
Correspondencia de fésforo en mgL™* 0 0,1 0,2 0,5

Esperar 20 minutos y efectuar las lecturas en el espectrofotometro a la
longitud de onda de 690nm en cubetas de 10cm. Construir la curva de calibracion.
Los datos de la absorbancia corregida se analizan mediante regresion lineal con el
programa Microsoft Excel 2007 para obtener la ecuacién de la recta y el
coeficiente (R?) que deberda ser mayor a 0,9 para demostrar una dispersion

homogénea de los valores sobre la recta.
b.4. Procedimiento para cuantificar fosfatos en la muestra

Introducir 20mL de la muestra a analizar en un matraz aforado de 25mL
Afadir 4mL de reactivo indicador, completar el volumen a 25mL con agua
destilada. Esperar 20 minutos y efectuar la lectura en el espectrofotometro de luz
visible con una longitud de onda de 690nm. Tener en cuenta el valor leido para el
testigo. Obtener los resultados en la curva de calibracion. Para una muestra de

20mL, la curva indica el contenido de fosforo expresado en miligramos por litro.
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N° de tubo Fosforo soluble Absorbancia

(ppm)
1 0,1 0,077
2 0,2 0,085
3 0,5 0,105

Una vez obtenida la absorbancia de las tres concentraciones de fosfato
dicélcico, introducir los datos en el programa Micrsoft Office Excel 2007 y construir

la curva patron de calibracion:

0,12
0,10 —

g /

§ 0,08 —

(1] =

£ 0,06 y 0,02692x+0,0705

& R?=10,9985

2

2 0,04

Ke]

<
0,02
0,00 T T T T T 1

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Fosforo (ppm)

En la ecuacién obtenida:

y = 0,0692x + 0,071

Donde:
y: representa la absorbancia captada (variable dependiente)
x: cantidad de fosforo en ppm (variable independiente)

Despejar “x” para obtener la cantidad de fdsforo (ppm) producido por cada

bacteria nativa.

_y-0,071
. 0,0692
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ANEXO 3
Procedimiento para elaborar la curva de calibracion para cuantificar indoles
a. Rectivos

e Reactivo de Salkowski (en Garcia et al. 2010)

Componentes gLt

H2>SO4 concentrado 150 mL
Agua destilada 250 mL
FeClz 0,5M en Agua destilada 7,5 mL

Al momento de la preparacion, verter el acido sulfdrico concentrado en un balén
con 250mL de agua destilada y simultaneamente enfriar con chorro de agua
constante. Finalmente agregar el cloruro férrico al 0,5 M.

Utilizar 4mL del reactivo para 1mL de la muestra investigada.

b. Método colorimétrico de Salkowski para cuantificar indoles (en
Mantilla, 2007)

b.1. Fundamento de la reaccion de Salkowski
Mediante la reaccion de Salkowski se detectan grupos indol presentes en
el medio de cultivo y la concentracion de indol es directamente proporcional a la
intensidad de color rojo producido. A su vez, el cambio de color es el resultado de
una reaccion oxidativa con el acido sulfurico, donde por medio de una
transaminacién un grupo amino es sustituido por el cloro proveniente del FeCls,
originando un compuesto visible de color rosado a rojo en el caso del
indolacético. Otras coloraciones indican la presencia de productos intermedios de
la sintesis del acido indolacético, que pueden ser generados a partir del
triptofano.
b.2. Preparacion de diluciones a partir de una solucion madre de AlA
Para obtener una curva patron de acido indolacético, preparar una solucion
madre de 100ppm, para lo cual se pesan 10mg de &cido indolacético y se
disuelven con unas gotas de NaOH en un matraz aforado a 100mL. A
continuacién, enrasar con agua bidestilada y agitar hasta homogenizar.

Posteriormente se realizan las siguientes diluciones:
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N° de tubo Solucién patron  H20 bidestilada  Concentracion
(100 pgmL™?) [uL]* AIA (mgL™)
1 0 1000 0
2 20 980 2
3 40 960 4
4 60 940 6
5 80 920 8
6 100 900 10
7 150 850 15
8 200 800 20
9 300 700 30
10 400 600 40
11 500 500 50
12 600 400 60

*1000 pL =1 mL

b.3. Procedimiento para la cuantificacion de AIA por colorimetria

Obtenidas las concentraciones parciales de AIA extraer de cada tubo
0,4mL de solucién, verter en tubos de 13 x 75mm y agregar 1,6 mL de reactivo de
Salkowski (1:4). Dejar en reposo en oscuridad por 30 minutos. Observar la
presencia de una coloracion rojiza en los tubos. A continuacion, leer la
absorbancia de cada dilucién en espectrofotometro a 530nm.

Una vez obtenida la absorbancia en todas las concentraciones de acido
indolacético, corregir los valores y mediante regresion lineal en el programa
Microsoft Excel 2007, obtener la ecuacion de la recta y el coeficiente (R?) que

debera ser mayor a 0,9 para demostrar una dispersion homogénea de los valores

sobre la recta.
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N° de tubo AIA (ug/mL) Absorbancia

01 0 0,000
02 2 0,013
03 4 0,023
04 6 0,034
05 8 0,043
06 10 0,060
07 15 0,087
08 20 0,110
09 30 0,141
10 40 0,202
11 50 0,229
12 60 0,273

Obtenida la absorbancia de las doce concentraciones de acido indol
aceético, introducir los datos en el programa Microsoft Office Excel 2007 y y

construir la curva patron de calibracion:
0,300

0,250

0,200 * /

y = 0,0045x +0,0089

R2 — N 00214
N"=U,7751

/0

Absorbancia
o o
= =
o (O]
o o
\

0 10 20 30 40 50 60 70
AIA ug/mL

En la ecuacién obtenida:

y = 0,0045x + 0,0089

Donde:
y: representa la absorbancia captada (variable dependiente)

x: &cido indol acético en ppm (variable independiente)
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Despejar “x” para obtener la cantidad de acido indol acético (ppm) producido por

cada bacteria nativa.

_ y-0,0089
~ 00,0045
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ANEXO 4

Temperaturas minima, media 'y méxima durante el cultivo de Lycopersicon

esculentum Mill. (Primer ensayo)

Fecha Temperatura Temperatura Temperatura
minima (°C) media (°C) maxima (°C)
07/03/2017 23 24 25
08/03/2017 23 25 26
09/03/2017 24 26 31
10/03/2017 23 24 25
11/03/2017 21 25 27
12/03/2017 23 24 30
13/03/2017 23 24 26
14/03/2017 22 23 25
15/03/2017 23 27 28
16/03/2017 21 23 29
17/03/2017 22 23 25
18/03/2017 22 25 26
19/03/2017 21 23 31
20/03/2017 23 27 25
21/03/2017 22 26 29
22/03/2017 24 25 26
23/03/2017 22 24 29
24/03/2017 22 26 30
25/03/2017 21 23 25
26/03/2017 21 23 29
27/03/2017 22 23 25
28/03/2017 21 24 26
29/03/2017 24 25 28
30/03/2017 21 26 31
31/03/2017 23 25 29
01/04/2017 23 26 30
02/04/2017 22 25 30
03/04/2017 22 25 30
04/04/2017 20 24 30
05/04/2017 22 24 28
06/04/2017 21 24 30
07/04/2017 21 26 31
08/04/2017 23 25 30
09/04/2017 20 25 30
10/04/2017 23 25 30
11/04/2017 23 26 31
12/04/2017 22 25 30
13/04/2017 22 26 30
14/04/2017 21 27 31
15/04/2017 21 25 28

16/04/2017 21 25 30

87



ANEXO 4

Temperaturas minima, media 'y méxima durante el cultivo de Lycopersicon

esculentum Mill. (Segundo ensayo)

Fecha Temperatura Temperatura Temperatura
minima (°C) media (°C) maxima (°C)
12/05/2017 21 25 30
13/05/2017 21 24 29
14/05/2017 19 24 27
15/05/2017 20 24 27
16/05/2017 20 25 28
17/05/2017 21 24 28
18/05/2017 20 24 26
19/05/2017 21 25 27
21/05/2017 20 25 27
22/05/2017 20 25 28
23/05/2017 20 25 27
24/05/2017 18 23 27
25/05/2017 19 23 25
26/05/2017 20 26 27
27/05/2017 20 24 26
28/05/2017 20 24 26
29/05/2017 19 24 26
30/05/2017 20 23 25
31/05/2017 20 23 25
01/06/2017 20 23 26
02/06/2017 19 24 26
03/06/2017 17 23 25
04/06/2017 18 23 25
05/06/2017 19 23 25
06/06/2017 19 24 27
07/06/2017 19 24 27
08/06/2017 16 23 26
09/06/2017 18 23 25
10/06/2017 19 23 25
11/06/2017 19 22 24
12/06/2017 18 23 25
13/06/2017 17 23 26
14/06/2017 18 23 25
15/06/2017 19 23 25
16/06/2017 19 22 24
17/06/2017 18 21 22
18/06/2017 19 21 22
19/06/2017 17 23 26
20/06/2017 19 23 26
21/06/2017 18 23 25

22/06/2017 19 21 24
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Continuacion...

Fecha Temperatura Temperatura Temperatura
minima (°C) media (°C) maxima (°C)
23/06/2017 18 20 23
24/06/2017 18 22 24
25/06/2017 19 23 25
26/06/2017 18 20 21
27/06/2017 18 21 24
28/06/2017 18 20 23
29/06/2017 18 21 24
30/06/2017 18 21 24
01/07/2017 17 22 24
02/07/2017 17 23 25
03/07/2017 16 23 24
04/07/2017 17 20 22
05/07/2017 18 21 24
06/07/2017 17 22 24
07/07/2017 17 19 21
08/07/2017 17 22 24
09/07/2017 17 23 25
10/07/2017 18 20 21
11/07/2017 19 23 25
12/07/2017 19 21 22
13/07/2017 17 20 22
14/07/2017 17 21 24
15/07/2017 17 21 24
16/07/2017 16 21 24
17/07/2017 17 22 24
18/07/2017 15 21 24
19/07/2017 17 22 24
20/07/2017 17 21 23
21/07/2017 18 21 24
22/07/2017 17 23 24
23/07/2017 17 21 22
24/07/2017 17 19 23
25/07/2017 18 22 24
26/07/2017 16 21 24
27/07/2017 16 20 23
28/07/2017 17 20 23
29/07/2017 17 21 24
30/07/2017 17 21 24
31/07/2017 22 26 30
01/08/2017 17 21 24
02/08/2017 17 21 24
03/08/2017 17 19 20
04/08/2017 17 20 22

05/08/2017 17 21 23
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Continucioén...

Fecha Temperatura Temperatura Temperatura
minima (°C) media (°C) maxima (°C)
06/08/2017 16 21 23
07/08/2017 16 20 21
08/08/2017 16 21 23
09/08/2017 17 22 24
10/08/2017 18 22 25
11/08/2017 17 21 24
12/08/2017 16 22 24
13/08/2017 16 18 22
14/08/2017 17 19 22
15/08/2017 16 20 23
16/08/2017 16 23 24
17/08/2017 17 20 22
18/08/2017 18 21 24
19/08/2017 17 22 24
20/08/2017 17 19 21
21/08/2017 17 22 24
20/08/2017 17 23 25
22/08/2017 18 20 21
23/08/2017 19 23 25
24/08/2017 19 21 22
25/08/2017 17 20 22
26/08/2017 17 21 24
27/08/2017 17 21 24
28/08/2017 16 21 24
29/08/2017 17 22 24
30/08/2017 15 21 24
31/08/2017 17 22 24
01/09/2017 17 21 23
02/09/2017 18 21 24
03/09/2017 17 23 24
04/09/2017 17 21 22
05/09/2017 17 19 23
06/09/2017 18 22 24
07/09/2017 16 21 24
08/09/2017 17 22 24
09/09/2017 18 23 25
10/09/2017 16 21 23
11/09/2017 17 22 24
12/09/2017 16 21 23
13/09/2017 17 24 26
14/09/2017 16 22 24
15/09/2017 16 20 23
16/09/2017 17 22 24
17/09/2017 16 21 24

18/09/2017 16 23 25
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Continucioén...

Fecha Temperatura Temperatura Temperatura
minima (°C) media (°C) maxima (°C)
19/09/2017 16 21 23
20/09/2017 16 18 20
21/09/2017 15 18 22
22/09/2017 16 19 24
23/09/2017 16 19 22
24/09/2017 16 21 23
25/09/2017 16 21 24
26/09/2017 16 21 23
27/09/2017 16 22 24
28/09/2017 16 21 23
29/09/2017 16 20 22
30/09/2017 17 21 24
01/10/2017 15 20 22
02/10/2017 16 20 22
03/10/2017 16 21 23
04/10/2017 16 20 21
05/10/2017 16 22 24
06/10/2017 16 21 23
07/10/2017 17 20 23
08/10/2017 16 20 22
09/10/2017 15 19 21
10/10/2017 15 19 21
11/10/2017 15 20 22
12/10/2017 16 21 23
13/10/2017 16 22 24
14/10/2017 16 21 23
15/10/2017 16 22 24
16/10/2017 15 22 24
17/10/2017 16 21 23

18/10/2017 15 19 22
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Anexo 5
Fertilizante N:P:K =180:100:120 = urea:fosfato diamonico:sulfato de
potasio
1. Fofato diamonico FDA: 18%N; 46%P (P10s)
100Kg FDA —> 46 UP
X —> 100 UP

X=100x100=| 2173Kg FDA ha?
46

2. Urea 180 — 39,111 = 140,889 UN
Urea: 46%
100Kg urea —> 46 UN
X  —> 140, 889 UN
X =100 x 140,889 = 306,2Kg urea ha'l
46
3. Sulfato de potasio: 50% K
100Kg sulfato de potasio —> 50 UK
X —> 120 Uk
X=100x120=| 240Kg sulfato de potasio ha'*
50

Radio de la maceta = 8,6cm

Area circunferencia = 1r. r?
A =(3.14) (8.6)?
A =232cm?| —> 0,0232m?
Fofato diaménico: 217,3Kg FDA ha
217,3Kg —> 10 000 m?
X —> 0,0232 m?
X =0,000504136Kg =[ 0,504136g
Urea 306,2Kg urea ha
306,2Kg —> 10 000 m?
X =—> 0,0232 m?
X =0,000710384Kg=| 0,710384g
Sulfato de potasio: 240Kg sulfato de potasio ha
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240Kg —> 10000 m?
X —> 0,0232 m?

X =0,0005568Kg=| 0,5568¢g




Anexo 6
Numero y peso de frutos de Lycopersicon esculentum Mill. por calidad
comercial

Numero de frutos comerciales por calidad

Tratamiento Numero de frutos/calidad
Primera Segunda Tercera
Streptomyces sp.39.2 15 23 32
Streptomyces sp.50.1 18 26 35
Nocardia sp.30.6 12 21 29
Streptomyces sp.30.1 14 22 31
Streptomyces sp.11.2 16 25 33
Testigo quimico 14 21 30
Testigo absoluto 12 19 23

Peso de los frutos comerciales por calidad

Tratamiento Peso de frutos/calidad
Primera Segunda Tercera
Streptomyces sp.39.2 1,780 1,326 1,040
Streptomyces sp.50.1 1,936 1,428 1,280
Nocardia sp.30.6 1,522 1,211 0,956
Streptomyces sp.30.1 1,658 1,279 1,174
Streptomyces sp.11.2 1,687 1,401 1,156
Testigo quimico 1,734 1,402 1,179
Testigo absoluto 1,518 1,261 1,005
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