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RESUMEN
La presente investigacion se realizé con el objetivo de investigar la solubilizacion de
fosfato y produccién de indoles por bacterias fijadoras de nitrégeno aisladas de
Asparagus officinalis L. y determinar el efecto de su inoculacion en el desarrollo de
Lycopersicon esculentum Mill. “tomate”. Mediante técnicas colorimétricas se cuantificd
el nitrogeno fijado como amonio, fosforo soluble producto de la solubilizacion de fosfato
tricalcico e indoles producidos in vitro por las bacterias. En el invernadero se realizaron
dos ensayos, el primero con 24 cultivos de bacterias fijadoras de nitrégeno en
inoculacion simple a las semillas antes de la siembra y el segundo con diez cultivos de
bacterias con inoculacion doble en las semillas y las raices al momento del trasplante.
El disefio experimental fue completamente aleatorio incluyendo los testigos quimicos
(NPK) y absoluto. Las bacterias fijadoras de nitrdgeno solubilizaron fosfato tricélcico
(10,39 a 33,55ppm de fosforo soluble) y produjeron indoles (22,47 a 195,80ppm). Estas
bacterias incrementaron el desarrollo de las plantas de tomate, destacando
Herbaspirillum spp.15 y 19 con indices de efectividad de 25% en la emergencia; 1,74
a 14,26 de altura; 15,39 a 16,92% en el numero de frutos y 20,71 a 22,54% en el peso
de frutos. Se demostro el incremento en el desarrollo vegetativo y reproductivo del

tomate por las bacterias fijadoras de nitrégeno.

Palabras clave: Bacteria diazotroficas, Lycopersicon esculentum, desarrollo.



ABSTRACT
The present investigation was carried out with the objective of investigating the
solubilization of phosphate and production of indoles by nitrogen fixing bacteria
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 the bacteria was
guantified. In the greenhouse two tests were carried out, the first with 24 cultures of
nitrogen-fixing bacteria in simple inoculation to the seeds before planting and the
second with ten bacterial cultures 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. The nitrogen-fixing bacteria solubilized
tricalcium phosphate (10.39 to 33.55 ppm of soluble phosphorus) and produced
indoles (22.47 to 195.80 ppm). These bacteria increased the development of tomato
plants, highlighting Herbaspirillum spp.15 and 19 with effectiveness rates of 25% in the
emergency; 1.74 to 14.26 in height; 15.39 to 16.92% in the number of fruits and 20.71
to 22.54% in the weight of fruits. The increase in the vegetative and reproductive

development of the tomato was demonstrated by the nitrogen-fixing bacteria.

Key words: Diazotrophic bacteria, Lycopersicon esculentum, development.



I. INTRODUCCION

El cultivo de Lycopersicon esculentum Mill. “tomate” es una de las principales
hortalizas en el mundo, ademas de ser una de las de mayor valor econémico
(Escobar et al., 2011). En el Perd, la produccién asciende a 235 700 TM por afio y en
la region Lambayeque se estima en 12 000 TM (Ministerio de Agricultura, 2016). La
rentabilidad del cultivo requiere la aplicacion de insumos quimicos como los
fertilizantes (Loredo et al., 2004), que correctamente aplicados incrementan la
rentabilidad (Altamirano et al.,2014); sin embargo, la eficiencia de recuperacién o
porcentaje del nutriente aplicado que es absorbido por la planta, es en promedio 50,
30 y 60% para el nitrogeno, fosforo y potasio, NPK, respectivamente (SAGARPA,
2010). En el caso de los fertilizantes nitrogenados, el nitrégeno se pierde por
volatilizacion, desnitrificacion, lixiviacion y erosion (Pedraza et al., 2010; Salhia, 2010;
Aguado, 2012).

Las rizobacterias promotoras de crecimiento en plantas (PGPR, Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) constituyen una alternativa, para disminuir el uso de
fertilizantes quimicos (Dibut, 2009; German, 2015). Estas bacterias benefician a los
cultivos agricolas mediante mecanismos directos, incrementando la disponibilidad de
nutrientes y mecanismos indirectos o de control biolégico de fitopatdégenos
(Camelo et al., 2011). Entre los mecanismos directos de las PGPR, destaca la fijacion
de nitrogeno, proceso en el cual el nitrdgeno molecular es reducido a dos moléculas
de amoniaco que rapidamente es asimilado por las plantas (Garrido, 2007; Ji et al.,
2013).

El efecto positivo de las bacterias fijadoras de nitrdgeno o diazotréficas se ha
reportado en el cultivo de tomate (Dibut, 2009; Germéan, 2015) y en otros como
Coffea arabica L. “café” (Fernandez, 2015), Capsicum annuum “pimenton” (Reyes et

al., 2008), Zea mays “maiz” (Moreno y Galvis, 2013) y Oryza sativa “arroz” (Ji et al.,



2013); no obstante, también se informado que estas bacterias no presentaron el
efecto positivo esperado en maiz (Reyes et al., 2008), Brassica napus L. “canola”
(Yasari et al., 2008) y tomate (Garcia, 2012a). El patrén no definido del efecto de las
PGPR se asocia a metabolitos volétiles (Rico, 2009), alta concentracién de auxinas
(Camelo et al., 2011), variabilidad en la colonizacién, concentracion de indculo,
competencia por nutrientes entre bacterias y especificidad bacteria-planta (Garcia,
2012a).

Respecto a la especificidad, se ha determinado que las bacterias fijadoras de
nitrégeno incrementan el desarrollo de plantas muy diferentes a las de su procedencia
(German, 2015), pero también se han reportado resultados negativos (Garcia, 2012a).
En el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas se aislaron bacterias fijadoras de nitrogeno en el suelo rizosférico y raices
de plantas de Asparagus officinalis L. “esparrago” (Delgado y Suyon, 2017) y se
determind en condiciones de laboratorio que tienen potencial como promotoras de
crecimiento; sin embargo, no se ha investigado el efecto de estas bacterias en el
desarrollo vegetativo de otros cultivos como el tomate en condiciones de invernadero,

requisito indispensable para su aplicaciéon en campo.

La presente investigacion permitira identificar bacterias propias de la region
La Libertad con potencial para la biofertilizacion, generando valor agregado a la
biodiversidad regional, a la vez que se disminuye el riesgo de la salud de los seres
vivos Yy el efecto negativo de los insumos quimicos en el ambiente. Por lo expuesto,
se planted el siguiente problema ¢ Cuéles son las caracteristicas de las bacterias
fijadoras de nitrogeno aisladas de esparrago y como es su efecto en el desarrollo
vegetativo y reproductivo de tomate en condiciones de invernadero? El objetivo
general, fue caracterizar bacterias fijadoras de nitrogeno aisladas de esparrago y

determinar su efecto en el desarrollo del tomate.

Los objetivos especificos fueron: Cuantificar el nitrégeno fijado, fosfato
solubilizado e indoles producidos in vitro por 24 cultivos de bacterias fijadoras de
nitrégeno, determinar el efecto de 24 cultivos de bacterias fijadoras de nitrégeno en la
altura y longitud de raices de plantas de tomate durante 60 dias, seleccionar diez
cultivos de bacterias con las que se alcanzaron los mayores valores en la altura y

longitud de raices y determinar el efecto de las bacterias seleccionadas en el



desarrollo vegetativo y reproductivo de plantas de tomate en condiciones de
invernadero.

La hipdtesis planteada fue: Las bacterias fijadoras de nitrdgeno, solubilizan
fosfatos, producen indoles e incrementan el desarrollo del cultivo de tomate en

condiciones de invernadero.



II. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

En una agricultura sostenible, las bacterias fijadoras de nitrégeno constituyen
biofertilizantes de uso comercial para los -cultivos agricolas. El efecto de
Azotobacter spp. se investigd en plantas de tomate, en condiciones de almécigo y
campo definitivo. Las bacterias se aplicaron en las semillas antes de la siembray en la
rizésfera al momento del trasplante. En almacigo se increment6 30-40% la poblacion
de plantulas, 30% la altura, 20% el nimero de hojas, 40% el diametro de tallos y 52%
la biomasa aérea y radicular. En campo definitivo se incrementd en 25% el numero de
flores y 40% el rendimiento, asi como también se disminuyo en 40% el fertilizante
guimico nitrogenado. Los resultados evidenciaron que la aplicacion de
Azotobacter spp. posibilita disminuir en 5 dias el periodo de almacigo, con incremento

del rendimiento del cultivo de tomate (Dibut, 2009).

El efecto de cepas nativas de Azotobacter spp. se investigd en el cultivo de
tomate. Las bacterias se aislaron de raices y suelo rizosférico de tomate,
Lactuca sativa L. “lechuga”, Allium cepa L. “cebolla”, Spinacia oleracea L. “espinaca”,
Daucus carota L. “zanahoria” y Beta vulgaris L. “betarraga” y se identificaron
fenotipicamente. Con base al acido indolacético (AlA) producido y nitrogeno fijado, se
seleccionaron las cepas TC30, ZC26, TC06 y TC20, bacterias que se inocularon en la
rizésfera de plantulas de tomate de 20 dias desarrolladas en invernadero. En el 82%
de las muestras se aisl6 e identific6 Azotobacter spp., cuantificAndose 7 a 57ppm de
AlAy 0,13 a 1,64ppm de amonio. Todas las bacterias influenciaron positivamente en
el desarrollo vegetativo de tomate cv Rio Grande; observandose disminucién en el
numero de dias a la floracion (1 a 7 dias) e incremento en la altura, volumen radicular
y peso de la biomasa total, aérea y radicular, con indices de efectividad de hasta 28,41;
27,58; 104,58; 101,20 y 191,74%, respectivamente. Se demostro el efecto positivo de

Azotobacter spp. en el cultivo de tomate (Escobar et al., 2011).



El efecto de bacterias fijadoras de nitrégeno del género Azospirillum se
determind en plantas de tomate. Las bacterias se aislaron de raices previamente
desinfectadas y sembradas en medio NFb semisdlido y sélido sin nitrégeno, se
identificaron fenotipicamente y se investigo la fijacién de nitrégeno en caldo extracto
de suelo y produccién de &cido indolacético en caldo tripticasa soya suplementado con
triptéfano. Los tres cultivos de Azospirillum spp. con los mayores valores se inocularon
en la rizésfera de plantulas de tomate, considerandose un testigo absoluto y un testigo
quimico. En el 33% de las muestras se aislé6 e identific6 Azospirillum spp,
cuantificandose 0,23 a 21,15ppm de nitrogeno fijado como amonio y 4,47 a 15,80ppm
de acido indolacético. En invernadero, las bacterias incrementaron la altura y biomasa
aérea y radicular de las plantas de tomate, con indices de efectividad (IE) de hasta
145,84 y 20%, respectivamente. Azospirillum sp. BS14 con el mayor valor de amonio
(21,15ppm) alcanzo los mayores IE, superando inclusive al testigo quimico (Baiocchiy
Saavedra, 2011).

El potencial biologico de bacterias de los géneros Burkholderia y
Pseudomonas spp. se investigd en condiciones de laboratorio. Las bacterias se
aislaron de suelo rizosférico de tomate, se identificaron fenotipicamente y se cuantifico
el acido indolacético producido, nitrégeno fijado, fosfato solubilizado y antagonismo a
hongos causantes de chupadera fungosa. Los ocho cultivos de bacterias con los
mayores valores se inocularon en semillas de tomate cv Rio Grande, en bandejas de
germinacion y después de 7 dias se cuantificaron las plantulas normales, anormales,
semillas no germinadas y se calculo el poder germinativo. En el 35% de las muestras
se aisl6 e identific6 Burkholderia y Pseudomonas spp., cuantificAandose
0,75 a 2625ppm de AlA; 0,42 a 26,78ppm de amonio; 1,53 a 7,31 de fésforo soluble y
se detect6 antagonismo a Fusarium sp. y Rhizoctonia solani. El 37,5% de las bacterias
incrementd el poder germinativo de las semillas, el 50% lo disminuyd y el 12,5% no lo
afect6. Como promotoras de crecimiento se identificaron P. putida CT7 y CT54,
P. fluorescens CT37 y B. cepacia CT30, demostrandose el potencial benéfico de estas

bacterias en tomate (Ledn, 2014).

Se realizé una investigacion para determinar el efecto de la concentracion de
Azotobacter sp. sobre el crecimiento de plantas de tomate. La bacteria fue aislada de

la rizésfera de Saccharum officinarum L. “cafia de azucar’ en agar Ashby-sacarosa



previo enriquecimiento en caldo. El ensayo se realizé bajo un disefio clasico con cuatro
grupos: G1 plantulas con agua destilada y G2-G4: Azotobacter spp. en las
concentraciones 3 x 108, 6 x 108 y 9 x 108 UFCmL™. Se prepar6 un semillero en tierra
de almécigo, lombriabono y 160 semillas de tomate. Se seleccionaron 80 plantulas para
trasplantarlas en macetas con suelo franco—arenoso y aplicar 1mL del tratamiento
correspondiente. A los 20 dias se registrd incremento en la longitud, peso radicular,
peso del tallo y peso total, alcanzandose los mayores valores con 9 x 108 UFC mL™ de
Azotobacter spp. Se determin6é el potencial de esta bacteria para promover el
crecimiento de las plantas de tomate (German, 2015).

El efecto de bacterias de vida libre endodfitas del género Azospirillum. se
investigd en tomate. Las bacterias se aislaron de raices de esparrago silvestre,
previamente desinfectadas y se identificaron con la coloracion de Gram, motilidad y las
pruebas de oxidasa, catalasa, reduccion de nitratos e hidrélisis de almidén. Se
realizaron dos ensayos, en el primero las bacterias se inocularon en las semillas
(inoculacion simple) y en el segundo ensayo en las semillas y 15 dias después de la
siembra (inoculacion doble) en el sistema radicular al momento del trasplante,
considerando un testigo positivo (200ppm N, P y K) y negativo (250ppm P y K). Con la
inoculaciéon simple no existieron diferencias significativas y con la inoculacion doble el
testigo positivo super0 significativamente a las plantas inoculadas en lo
correspondiente a la altura y peso fresco de plantulas. Se evidencié el requerimiento

de mas investigacion para obtener resultados fiables y reproducibles (Garcia, 2012a).

El efecto de bacterias promotoras de crecimiento vegetal se investigd en el
cultivo de café. Las bacterias se aislaron de la rizosfera en medio mineral sin nitrégeno
y en agar Cetrimide, se identificaron fenotipicamente y se seleccionaron in vitro segun
el &cido indolacético AlA, producido, fosfato solubilizado y efecto en la germinacion de
semillas de café. Las bacterias seleccionadas se inocularon en plantulas de los estados
“fosforo” y “mariposa” y se monitored el desarrollo vegetativo durante 6 meses. Se
obtuvieron 57 aislados bacterianos, identificandose Azotobacter y Pseudomonas spp.
El 38% de estas bacterias produjeron 20 a 60ug mL* de AIA; el 88 y 93% solubilizaron
fosfato bicalcico y tricélcio, respectivamente y el porcentaje de germinacién de las
semillas se increment6 hasta 34%. Se seleccionaron las cepas FN 205y PS 118 y

6 meses después de la inoculacién incrementaron significativamente la longitud de la



parte aérea, radicular y peso de la parte aérea. Se demostré que Azotobacter FN 205
y Pseudomonas PS 118 representan una alternativa para promover el crecimiento de
las plantas de café (Fernandez, 2015).

Se realiz6 una investigacion de Raphanus sativus L. “rabanito”, como modelo
para evaluar la fijacion de nitrdgeno por bacterias endodfitas. En raices de cafia de
azucar previamente desinfectadas se aislaron bacterias endofitas en medio sin
nitrégeno LGI y se identificaron fenotipicamente. El ensayo se realizé bajo un disefio
unifactorial completamente aleatorizado: 16 semillas x 5 tratamientos x 3 repeticiones,
para un total de 300 unidades experimentales. Los tratamientos fueron: Testigo
absoluto (T1), testigo quimico (T2), bacterias inoculadas en las semillas (T3), bacterias
inoculadas en las raices + riego por gravedad (T4) y bacterias inoculadas en las
raices + riego tecnificado (T5). A la cosecha, después de 28 dias se determinaron la
altura, peso y diametro de raices y area foliar. Se aislaron bacterias fijadoras de
nitrogeno y se identificO Gluconacetobacter sp. Esta bacteria incremento
significativamente el area foliar y la altura de las plantas de rabanito, alcanzandose los
mayores valores con T5. Se demostro que la planta de rabanito constituye un modelo

para evaluar a las bacterias diazotréficas (Garcia, 2012b).

2.2 Base tedrica

En los ultimos afios se busca desarrollar alternativas para disminuir el efecto
residual nocivo de los agroquimicos, restablecer el equilibrio bioldgico 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
biologicamente los suelos degradados (Otero, 2011). Los biofertilizantes,
bioinoculantes, inoculantes microbianos o inoculantes del suelo son productos
agrotecnologicos que contienen microorganismos (bacterias, hongos, solos o
combinados), vivos o latentes y que son aplicados a los cultivos agricolas para
estimular sus 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 composicidén 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
germinacion de la semilla hasta la floracion y germinacion del fruto. Este ciclo
comprende dos etapas bien definidas: desarrollo vegetativo y desarrollo reproductivo
(Fassio et al., 1998). Desarrollo vegetativo es el crecimiento ordenado de las plantas,
con la consiguiente diferenciacion de tejidos y 6rganos. Comprende dos procesos: el
crecimiento, que se evidencia en los cambios de tamafio y la diferenciacion que
corresponde a los cambios estructurales y fisiolégicos (Fuentes, 2001). El crecimiento
se refiere al aumento de algin 6rgano, 6rganos especificos o a las partes consideradas
en su conjunto y esta relacionado con la longitud, altura, diametro y peso de la biomasa,
todos en funcién al tiempo (Sopplin et al., 1993).

Kloepper & Schroth (1978), mencionados por Bhattacharyya & 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
las incidencias 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, estimulacion 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), solubilizacién de fosfatos minerales,
fijacion de nitrogenos atmosférico, produccién de sideréforos y estimulacion del
sistema de absorcion de iones como los nitratos. Entre los mecanismos indirectos o de
biocontrol se encuentra la competencia por un nicho ecolégico o por nutrientes, la
interaccién directa con los patdgeno (parasitismo y lisis enzimatica), antibiosis,
produccion de sider6foros e induccion de resistencia sistémica en las plantas
(Delgado et al., 2003, Hernandez et al., 2006; Bhattacharyya & Jha, 2012).

La fijacion de nitrégeno es realizada por Eubacterias y Archaeas en una reaccién
catalizada por el complejo enzimatico nitrogenasa, compuesto por dos metaloproteinas
y tres grupos prostéticos. La proteina | es la dinitrogenasa o
“fierro-molibdeno-proteina”. La proteina Il es la dinitrogenasa reductasa “fierro-

proteina”. Para su funcionamiento, el complejo enzimatico requiere un donador de



electrones de bajo potencial, de la hidrdlisis de ATP y de un ambiente anaerobio. La
proteina Il, codificada por el gen nifH transporta los electrones del donador (ferrodoxina
o flavodoxina) hacia la proteina I, que reduce la molécula de N2 (Altamirano et al.,
2014).

Las bacterias fijadoras de nitrdgeno pueden ser de vida libre o vivir en
asociaciones. Los de vida libre pueden ser aerobias (Azotobacter, Beijerinkia),
anaerobias obligadas o facultativos (Clostridium pasteurianum, Klebsiella spp.) vy
fotosintéticas (bacterias purpuras sulfurosas y no sulfurosas y bacterias verdes
sulfurosas). A su vez las bacterias mantienen asociaciones simbioticas y no simbioticas
en la filésfera o en la rizésfera de la planta (Mayz, 2004). Las bacterias diazotréficas
agrupadas segun su relaciobn con el oxigeno pueden ser aerobias (Azotobacter,
Azoarcus, Azomonas, Beijerinkia y Derxia), anaerobias facultativas (Klebsiella, Bacillus
y Enterobacter), microaerofilas (Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Burkholderia,
Azospirillin, Rhizobium y Frankia) y anaerobias estrictas (Clostridium y Desulfovibrio)
Las anaerobias facultativas y estrictas se comportan como anaerobias cuando no fijan

nitrdgeno molecular (Menezes, 2009).

Las bacterias diazotroficas asociativas contribuyen al crecimiento vegetal no
solo por la fijacion de nitrégeno sino también por la produccion de fitohormonas,
solubilizacion de fosfatos y antagonismo a fitopatdgenos, habiéndose identificado en
este grupo de bacterias a especies de Azotobacter, Azospirillum, Alcaligenes,
Azoarcus, Paenibacillus, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Derxia, Enterobacter,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Pseudomonas, Serratia vy

Sphingomonas (Altamirano et al., 2014).

2.2.1 Lycopersicon esculentum Mill. “tomate”

El tomate es una planta autdgama, muy ramificada, rastrera y perenne,
aunque se cultiva como anual. La raiz es pivotante, pero tiende a ser fasciculada en
las plantas tratadas. El tallo es grueso y anguloso (Matas, 2005). La hoja es
compuesta e imparipinnada, con foliolos peciolados, lobulados, con bordes dentados
y recubiertos de pelos glandulares. La flor es perfecta, regular e hipégina con cinco o
mas sépalos, pétalos amarillos, estambres soldados y ovario bi o plurilocular. Las
flores (3-10) se agrupan en inflorescencias racimosas. El fruto es una baya, bi o

plurilocular, comestible (Reina et al., 1998, mencionados por Escobar y Horna, 2011).



La clasificacion taxonomica del tomate segun Armen L. Takhtajan
(Mostacero et al., 2002) es:

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase : Asteridae

Orden : Solanales

Familia : Solanaceae

Género : Lycopersicon

Especie : L. esculentum Mill

(Sin. Solanum lycopersicum L.).

El cultivo de tomate con riego por surco requiere 180 a 300Kgh de
fertilizante nitrogenado, con una absorcion lenta desde el trasplante hasta el
crecimiento vegetativo temprano, aceleracion de la absorcién durante el cuajado y
llenado del fruto y disminucién acentuada en la madurez del cultivo (Hartz, 2004). Para
producir 1 tonelada de frutos, la planta requiere absorber en promedio 2,5 a 3,0kg de
nitrégeno. En funcién de los requerimientos, para 60tha' se necesitan 150 a
180 unidades Nha, estimandose que por cada 100 unidades de nitrégeno aplicadas
se aprovechan 50. De esta manera, si se aplica urea con 46%N, de cada 100kg

aplicados, el cultivo utiliza 25 unidades (Gaspar, 2000).

El cultivo de tomate se recomienda en suelos francos o franco-arcillosos,
con un rango de temperatura de 12 a 16°C en el suelo, 21 a 24°C en el ambiente y un
optimo de 22°C. El tomate puede crecer en condiciones climaticas variables, altura de
400 a 2000msnmy 70 a 80% de humedad relativa. Las necesidades nutricionales son
de 400 a 700kgNha, 100 a 200kgPha, 1000 a 1200kgKha'y 100 a 200kgMgha™*. El
periodo mas critico para el riego ocurre antes y después del trasplante (4 dias) y
después del inicio de la floracion hasta el inicio de la maduracion de los primeros frutos.
La cosecha se realiza de forma manual independientemente que el producto sea para

la industria o para el consumo local (Rodriguez y Morales, 2007).
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3.1 Materiales
3.1.1 Material bioldgico

lll. MATERIALES Y METODOS

El material biologico estuvo constituido por semillas de tomate y 24 cultivos de

bacterias fijadoras de nitrégeno aisladas de suelo rizosférico y raices de esparrago

durante febrero a marzo de 2016, caracterizadas in vitro como rizobacterias promotoras

de crecimiento en plantas PGPR (Delgado y Suy6n, 2017) y proporcionadas por el

laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencia Biologicas en la

Universidad Pedro Ruiz Gallo.

3.1.2 Poblacion y muestra

Poblacién universal:

Bacterias fijadoras de nitrégeno

Poblacion muestreal: Bacterias fijadoras de nitrogeno aisladas de suelo

Unidad muestreal:

3.2 Métodos

rizosférico y raices de esparrago en Trujillo, durante

febrero a marzo de 2016.

24 cultivos de bacterias fijadoras de nitrogeno:
Azospirillum spp. 3, 6, 8, 9, 13, 17, 18, 19, 23,
Burkholderia spp. 6, 8, 9; Azotobacter spp. 28.6, 33.36,
38.19, 44.55; Gluconacetobacter sp. 49 vy
Herbaspirillum spp. 3, 13, 15, 16, 19, 23, 77.

3.2.1 Variable de la fase descriptiva

Variable cuantitativa: Potencial como promotoras de crecimiento en plantas

(nitrégeno fijado, fosfato solubilizado, indoles producidos).
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3.2.2 Variables de la fase explicativa
Variable independiente: Cultivos (24) de bacterias fijadoras de nitrégeno.
Variable dependiente: Desarrollo vegetativo (altura radicular y aérea). Desarrollo
reproductivo (Dias a la floracion, dias a la fructificacion,

rendimiento).

3.2.3 Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipotesis

El trabajo de investigacion se realiz6 en dos fases. En la primera fase descriptiva
con el disefio de “Sélo Después” (Vasquez et al., 2012) se cuantifico el nitrégeno fijado,
fosfato solubilizado e indoles producidos por 24 cultivos de bacterias fijadoras de
nitrégeno (Figura 1). En la segunda fase explicativa, se realizaron dos ensayos en
condiciones de invernadero, el primero para determinar el efecto de los 24 cultivos de
bacterias investigados en la altura y longitud de raices de plantas de tomate durante
60 dias y seleccionar los diez cultivos bacterianos con los que se alcanzaron los
mayores valores. En el segundo ensayo se determind el efecto de las bacterias
seleccionadas en el desarrollo vegetativo y reproductivo de las plantas de tomate
durante 160 dias.

En la fase explicativa se utilizo, el disefio experimental completamente
aleatorio, DCA (Hernandez et al., 2014) con 25 tratamientos en el primer ensayo
(24 cultivos de bacterias fijadoras de nitrégeno y un testigo: con agua destilada) y
12 tratamientos en el segundo ensayo (10 cultivos de bacterias fijadoras de nitrégeno
y dos testigos: absoluto con agua destilada y quimico con fertilizante: 180N:100P:120K.
A cada tratamiento le correspondieron tres repeticiones, totalizando 75 y 36 unidades

experimentales, respectivamente (Figuras 2, 3).

3.2.4 Reactivacion de cultivos de bacterias fijadoras de nitrogeno

Las bacterias fueron cultivadas en caldo nutritivo a 30°C, en agitador a 150rpm,
durante 24 horas. A continuacién, se sembraron mediante la técnica de estria en agar
nutritivo, se seleccionaron cinco colonias caracteristicas y se cultivaron en agar
nutritivo, durante 24 horas, constituyendo las bacterias reactivadas o cultivos de

trabajo.
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Figura 1. Cultivos de bacterias fijadoras de nitrogeno.
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T1 : Testigo absoluto
T2 a T25 : Bacterias fijadoras de nitrogeno
Figura 2. Disefio completamente aleatorio para determinar el efecto de 24 cultivos de bacterias fijadoras de nitrégeno en la altura

de Lycopersicon esculentum Mill.
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T1 : Testigo absoluto
T2 : Testigo quimico

T3 a T12 : Bacterias fijadoras de nitrdgeno
Figura 3. Disefio completamente aleatorio para determinar el efecto de diez cultivos de bacterias fijadoras de nitrogeno y

dos testigos en el desarrollo de Lycopersicon esculentum Mill."tomate”
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3.2.5 Primera fase: Cuantificacion de nitrégeno fijado, fosfato solubilizado e

indoles producidos

Con las bacterias fijadoras de nitrogeno se cuantificé 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 bacterias se cultivaron en 5mL
de caldo nutritivo a 30°C, durante 24 horas (Coérdova, 2016). Posteriormente, el caldo
se centrifugo (3500rpm) durante 5 minutos, el sobrenadante se elimind, el sedimento
se lavo con solucion salina esterilizada (NaCl 0,85% p/v) y su concentracion se
estandarizé a 9x108 cel mL™* por turbidimetria (tubo 3 del nefelémetro de Mc Farland)
y con el espectrofotobmetro de luz visible (Model Tenso Med NV-203) a 540nm:
absorbancia = 0,20, equivalente a 108 células mL* (Rodriguez, 2013).

a. Cuantificacion de nitrégeno fijado in vitro

La cuantificacion del nitrogeno fijado in vitro por las bacterias investigadas se
realizé con el método colorimétrico: Técnica de Berthelot o fenol hipoclorito (Cadena y
Martinez, 2011). El inoculo (5%:0,15mL) de cada cultivo bacteriano fue sembrado por
triplicado en tubos de 15x150mL conteniendo 3mL de caldo extracto de suelo 10%
(Anexo 1) y se incubaron a 30°C, por 72 horas, con agitacion constante (150rpm). A
continuacion, se agregaron 9mL de KCI 2M, se agitaron a 150rpm durante 1 horay se
dejaron en reposo 1 hora adicional, para después tomar 10mL de sobrenadante y

centrifugarlos (3000rpm) durante 5 minutos.

Los sobrenadantes se vertieron en tubos de dilucion y se afiadieron 0,4mL de
solucion alcohdlica de fenol al 10%; 0,4mL 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 considerd positiva a la fijacion de
nitrégeno por la aparicion 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 ecuacion de la curva de calibracion,
obtenida previamente con diluciones sucesivas de una solucion de 100ppm de cloruro

de amonio (Anexo 1).
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b. Cuantificacion de fosfato solubilizado in vitro

La cuantificacion de fosfato solubilizado in vitro por las bacterias
investigadas se realizd con el método colorimétrico: Técnica del molibdato (Alvarado y
Valderrama, 2014). El in6culo (5%: 0,25mL) de cada cultivo bacteriano se sembré por
triplicado en 5mL de caldo National Botanical Research Institute’s phosphate, NBRIP
(Anexo 2) y se incubaron a 30°C, con agitacion (150rpm), por 96 horas. Después, los
caldos fueron centrifugados a 3000rpm por 5 minutos y en el sobrenadante se
cuantificé el fésforo soluble (Rodier y Rodi, 2005), considerandose una coloraciéon una
coloracion azul positiva a la solubilizacion del fosfato. La absorbancia se ley6 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 fosforo (Anexo 2).

c. Cuantificacion de indoles producidos in vitro

La cuantificacion de indoles producidos in vitro se realiz6 segun el método
colorimeétrico: Técnica de Salkowski (Garcia y Muii6z, 2010). El in6culo (5%:0,25mL)
de cada cultivo bacteriano fue sembrado por triplicado en 5mL de caldo tripticasa soya
suplementado con triptofano (Anexo 3). Después de la incubacion a 30°C, por 72 horas,
en agitacion constante (150rpm), los cultivos se centrifugaron a 3000rpm, durante
5 minutos. A continuacién, 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
produccion de indoles por la aparicion de una coloracién 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 calibracion
obtenida previamente con diluciones sucesivas de una soluciéon de 100ppm de acido

indolacético (Anexo 3).

3.2.6 Segunda fase: Efecto de bacterias fijadoras de nitrdgeno en el desarrollo de
Lycopersicon esculentum Mill.
El efecto de las bacterias fijadoras de nitrdgeno en el cultivo de tomate se

determind en dos ensayos, ambos bajo condiciones de invernadero.
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a. Primer ensayo
En el primer ensayo se determind el efecto de 24 cultivos de bacterias fijadoras
de nitrégeno en el desarrollo vegetativo de plantas de tomate, durante 60 dias,
seleccionandose para el siguiente ensayo, los diez cultivos bacterianos con los que se

alcanzaron los mayores valores en los pardmetros investigados.

El suelo experimental estuvo constituido por 225kg de una mezcla de suelo
agricola, arena de rio y humus en la proporcion 2:1:1 (Figura 4), que fue distribuido en
macetas de arcilla de 3,5kg, a razén de 3kg por maceta (Figura 5). El andlisis
fisico-quimico del suelo se realizé en el Instituto Nacional de Investigacion y Extension
Agricola, Estacién Experimental Vista Florida de Chiclayo (Tabla 1), determinandose,
una textura franco-arenosa, pH ligeramente alcalino (7,2), moderada salinidad
(7,9 dSm1), contenido medio de materia organica (2,55%) y contenido alto de fésforo

disponible (20,4ppm) y potasio (278ppm).

El cultivo de tomate y la inoculacion de bacterias fijadoras de nitrégeno se
realizo entre el 7 de marzo al 5 de mayo de 2017, registrandose las temperaturas
maximas (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 compafiia californiana Petoseed. Las plantas son de crecimiento determinado,
con resistencia a Verticillium, Fusarium y Alternaria alternata. Requiere 78 dias para la
madurez fisioldgica 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. El consumo de los frutos es para el mercado y para
la industria, siendo preferidos por su resistencia al transporte y almacenamiento de
hasta 10 dias, dependiendo del punto de maduracion en el que se hayan cosechado

(Soplopuco y Navarro, 2005).
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Figura 4. Suelo agricola, arena de rio y humus.
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Tabla 1. Analisis 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 coloco 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 germinacioén (Figuras 6, 7).

El in6culo fue obtenido con bacterias cultivadas en caldo nutritivo, a 30°C,
durante 24 horas y después de la centrifugacion se obtuvieron 500mL de cada cultivo
bacteriano en solucién salina esterilizada, NaCl 0,85% p/v, cuya concentracion se
estandarizé a 9x108celmL* por turbidimetria (tubo 3 del nefelémetro de Mc Farland).

Las semillas de tomate (12) se depositaron en 25 bolsas de polietileno
transparentes de 2,5x8,0cm y sobre ellas se depositdé 0,1mL del indculo
correspondiente por bolsa, equivalente a 173mLKg" de semilla (Figura 8). Se incluy6
un testigo al que se le aplicé agua destilada. El contenido de las bolsas se homogenizé
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 Suyén, 2017). A continuacion, las semillas se sembraron en
el suelo experimental, a razon 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, 45y 60 dias después de la siembra se midio la altura de
las plantas (Figura 9), considerandose 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:

IEI (%) = Tratamiento con inoculacién — Control sin inoculacién x 100

Control sin inoculacién
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Figura 6. Semillas de Lycopersicon esculentum Mill. en placas de Petri.

Figura 7. Semillas de Lycopersicon esculentum Mill. germinadas.
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Figura 8. Semillas de Lycopersicon esculentum Mill. inoculadas con bacterias
fijadoras de nitrogeno.

Figura 9. Medicion de altura de planta de Lycopersicon esculentum Mill.
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b. Segundo ensayo
En el segundo ensayo se determing el efecto de diez cultivos de bacterias
fijadoras de nitrdgeno en el desarrollo vegetativo y reproductivo de plantas de tomate,
en condiciones de invernadero. Las bacterias 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 15,300kg de una mezcla de arena
de rio y humus (1:1) distribuido en vasos de tecnopor de 16 onzas de capacidad, a
razon de 425g por vaso (Figura 10), para la siembra de las semillas y 144kg de una
mezcla de suelo agricola, arena de rio y humus (2:1:1), distribuido en macetas de 5kg
de capacidad, a razén de 4kg por maceta. El cultivo de tomate y la inoculacion de las
bacterias se realiz6 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
Estacion Meteorolégica 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 realiz6 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 razén 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 determiné el
porcentaje de emergencia y a los 15 y 30 dias se midio la altura de las plantulas
(Figura 11).

A los 30 dias, en cada tratamiento se seleccionaron las dos plantulas con la
mayor altura, cuidadosamente se extrajeron, se retir0 el suelo radicular y las raices se
sumergieron (Figura 12) en un deposito conteniendo 300mL del inéculo bacteriano
previamente obtenido y estandarizado a una concentracion de 9x108celmLt. 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 quimico 180N:100P:120K. El nitrdgeno se aplico
como urea (46%N), el fosforo como fosfato diamoénico (18%N, 46%P) y el potasio como
sulfato de potasio (50%K), correspondiendo 0,7g de urea; 0,8g de fosfato diamonico y

0,89 sulfato de potasio por maceta (Anexo 5).
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Figura 10. Suelo experimental contenido en vasos de tecnopor.

Figura 11. Plantulas de Lycopersicon esculentum Mill. cultivadas durante 10 dias en

condiciones de invernadero.
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Figura 12. Inmersion de raices de Lycopersicon esculentum Mill. en in6culo de

bacteria fijadora de nitrogeno.
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La aplicaciéon de nitrégeno 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 fosforo y el potasio se aplicaron junto con la primera
dosis de nitrégeno, al momento del trasplante. Cada 15 dias después del trasplante
hasta los 60 dias (90 dias después de la siembra) se midi6 la altura de las plantas.
Asimismo, se registr6 el numero 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” vy
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, recogiendo los frutos en estado “pinton” y
realizando dos recolecciones, a los 140 y 160 dias después de la siembra. Para
determinar el rendimiento, en cada recoleccion se pesaron los frutos, obteniéndose el
peso de los frutos de valor comercial (Figura 13), que segun los estandares del
mercado local (Carrefio, 2009), incluyeron tomates de primera calidad (sanos y de
tamafo grande), segunda calidad (sanos de tamafio pequefios) y de tercera calidad

(tomates grandes o pequefios, pero con dafio de insectos o magulladuras).

3.2.7 Analisis estadistico de los datos

Para el disefio experimental aleatorio, el modelo aditivo lineal fue:

Yij=u + ti + Eij
Donde:
Yij = observacion del i-ésimo tratamiento, J-ésima repeticion
u = media general de la variable respuesta.
ti = efecto I-ésimo tratamiento, siendoi =1, 2, 3, ... 25 (Primer ensayo)
ti = efecto I-ésimo tratamiento, siendoi =1, 2, 3, ... 12 (Segundo ensayo)
Eij = error experimental en el i-ésimo tratamiento, j-ésima repeticidén
Ho = u1 = U2 = us, ... = uzs (Primer ensayo)
Ho = u1 = U2 = us, ... = u12 (Segundo ensayo)

Ha = Al menos una media es diferente
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Primera Segunda Tercera

Figura 13. Tomates de primera, segunda y tercera calidad.
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Con los valores de los pardmetros del desarrollo vegetativo y reproductivo de las
plantas se realizaron las pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza y segun
los resultados se llevaron a cabo andlisis paramétricos y no paramétricos (Hernandez
et al., 2014). En el presente trabajo se utiliz6 el software estadistico SPSS versién 15,0
asi como los programas de Microsoft Word, Excel version 2013 y Minitab 15.
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IV. RESULTADOS
4.1 Nitrogeno fijado, fosfato solubilizado e indoles producidos
Las bacterias investigadas fijaron nitrégeno, solubilizaron fosfato y produjeron
indoles in vitro, cuantificandose 12,52 a 37,52ppm de amonio; 10,39 a 33,55ppm de
fésforo soluble y 22,47 a 195,80ppm de indoles (Tabla 2).

4.2 Efecto de 24 cultivos de bacterias fijadoras de nitrégeno en el desarrollo

vegetativo de Lycopersicon esculentum Mill.

El 100% (24) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrogeno incrementaron la
altura de las plantas de tomate, a los 15 dias después de la siembra (Figuras 14, 15),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 3) de 17,30% (Azospirillum sp.3) a 46,14%
(Herbaspirillum sp.15). La prueba F del analisis de varianza demostro alta significancia
(Anexo 7) y segun la prueba de comparaciones mdultiples de Tukey los mayores
valores se alcanzaron con Herbaspirillum spp.15, 19 y 77; Azotobacter spp.28.6 y
33.36; Gluconacetobacter sp.49 y Azospirilum spp.6, 8, 9, 13, 17 y 23, no
diferenciandose significativamente entre ellos, pero si de los demas tratamientos
(Tabla 4).

El 100% (24) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrdgeno incrementaron la
altura de las plantas de tomate, a los 30 dias después de la siembra (Figura 16),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 3) de 19,83% (Herbaspirillum sp.19) a
56,00% (Gluconacetobacter sp.49). La prueba F del analisis de varianza demostro alta
significancia (Anexo 8) y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey los
mayores valores se alcanzaron con Gluconacetobacter sp.49; Azospirillum sp.17;
Azotobacter spp.28.6 y 44.55, no diferenciandose significativamente entre ellos, pero

si de los demas tratamientos (Tabla 4).
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Tabla 2. Nitrogeno fijado como amonio, fosforo soluble e indoles producidos por

bacterias fijadoras de nitrégeno

Bacterias fijadoras de Amonio Fosforo soluble Indoles
hitrégeno (ppm) (ppm) (ppm)
Azospirillum sp.3 19,51 29,75 35,10
Azospirillum sp.6 22,82 28,31 35,80
Azospirillum sp.8 25,02 27,59 40,24
Azospirillum sp.9 22,45 18,05 42,47
Azospirillum sp.13 24,10 26,50 38,02
Azospirillum sp.17 26,68 10,39 29,13
Azospirillum sp.18 24,66 21,95 31,36
Azospirillum sp.19 25,76 16,60 24,69
Azospirillum sp.23 29,25 20,65 195,80
Burkholderia sp.6 24,30 11,55 31,36
Burkholderia sp.8 22,63 15,59 29,13
Burkholderia sp.9 20,06 13,86 31,36
Azotobacter sp.28.6 23,27 26,86 53,58
Azotobacter sp.33.36 20,61 28,41 26,91
Azotobacter sp.38.19 24,29 24,54 31,36
Azotobacter sp.44.55 21,35 25,56 35,58
Gluconacetobacter sp.49 12,52 18,19 22,47
Herbaspirillum sp.3 19,33 33,55 42,47
Herbaspirillum sp.13 19,88 24,99 44,69
Herbaspirillum sp.15 35,50 27,88 33,58
Herbaspirillum sp.16 20,61 27,01 40,24
Herbaspirillum sp.19 37,52 29,90 46,91
Herbaspirillum sp.23 25,94 25,94 43,69

Herbaspirillum sp.77 32,01 29,70 45,20
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Figura 14. Plantas de Lycopersicon esculentum Mill. cultivadas 15 dias después de la

inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno.
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Testigo absoluto

Azospirillum sp.3

Burkholderia sp.6

Herbaspirillum sp.13

Azotobacter sp.38.19

Herbaspirillumsp.16

Azotobacter sp.44.55

Herbaspirillum sp.23

Azospirillumsp.18

Herbaspirillum sp.3

Burkholderia sp.9

Burkholderia sp.8

Azospirillumsp.19

Azotobactersp.28.6

Azospirillumsp.23

Azospirillumsp.17

Azospirillumsp.13

Herbaspirillumsp.77

Azospirillumsp.9

Azospirillum sp.6

Azospirillumsp.8

Gluconacetobacter sp.49

Azotobacter sp.33.36

Herbaspirillum sp.19

Herbaspirillumsp.15

0

8,67

=
o
=
~

[EEN
= o
o w
(9] w
(92

—
5 ©
N ~
% ai

=
o
(o]
N

11,05

11,17

11,25

[Eny
-
w
w

11,42

11,55

11,58

11,58

11,65

11,67

11,83

11,83

11,83

11,92

12,08

12,17

12,33

12,67

2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00

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

inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno, 2017.
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Tabla 3. Indices de efectividad en la altura de plantas de
Lycopersicon esculentum Mill., 15, 30, 45y 60 después de la inoculacion
de bacterias fijadoras de nitrdgeno

Bacterigs fijadoras de IE%

nitrogeno 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Azospirillum sp.3 17,30 26,21 30,73 29,93
Azospirillum sp.6 36,45 38,98 37.29 34,75
Azospirillum sp.8 37,49 30,47 25,38 26,00
Azospirillum sp.9 36,45 46,13 29,99 29,39
Azospirillum sp.13 34,60 28,34 43,84 36,17
Azospirillum sp.17 34,37 54,64 49,19 42,37
Azospirillum sp.18 28,84 45,36 77,67 61,02
Azospirillum sp.19 34,37 47,49 76,14 63,29
Azospirillum sp.23 33,56 48,26 83.06 72,88
Burkholderia sp.6 19,15 32,43 65,34 21,46
Burkholderia sp.8 31,72 42,55 64,61 15.25
Burkholderia sp.9 30,68 33,36 34,61 32,78
Azotobacter sp.28.6 33,56 49,62 86,11 103,39
Azotobacter sp.33.36 40,37 34,04 83,43 92,10
Azotobacter sp.38.19 23,99 34,72 36,92 33,32
Azotobacter sp.44.55 25,95 50,38 33,83 34,48
Gluconacetobacter sp.49 39,33 56,00 95,34 97,19
Herbaspirillum sp.3 29,76 38,30 34,61 26,00
Herbaspirillum sp.13 21,68 23,66 27,69 26,54
Herbaspirillum sp.15 46,14 21,96 22,29 24,31
Herbaspirillum sp.17 24,91 41,53 32,67 29,93
Herbaspirillum sp.19 42,21 19,83 21,50 24,85
Herbaspirillum sp.23 27,45 38,98 32,21 29,39
Herbaspirillum sp.77 36,45 41,87 31,15 30,24

*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 inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno

Tratamientos Altura (cm)*

15dias Sign. 30dias Sign. 45dias Sign. 60dias Sign.

Testigo absoluto 8,67 ] 11,75 i 21,67 I 2950 n
Azospirillum sp.3 10,17 [ 14,83 klmn 28,33 fgh 38,33 |
Azospirillum sp.6 11,83 abcdef 16,33 fghi 29,75 f 39,75 gh
Azospirillum sp.8 11,92 abcde 15,33 jkl 27,17 ijk 37,17 k
Azospirillum sp.9 11,83 abcdef 17,17 cdf 28,17 ghi 38,17
Azospirillum sp.13 11,67 abcdef 15,08 jklIm 31,17 e 40,17 g
Azospirillum sp.17 11,65 abcdefg 18,17 ab 32,33 e 42,00 f
Azospirillum sp.18 11,17 cdefghi 17,08 cdefg 38,50 bc 47,50 e
Azospirillum sp.19 11,55 bcdefg 17,33 bcde 38,17 c 48,17 e
Azospirillum sp.23 11,58 abcdefg 17,42 bcde 39,67 b 51,00 d
Burkholderia sp.6 10,33 hi 15,56 ijk 35,83 d 35,83 I
Burkholderia sp.8 11,42 bcdefh 16,75 defg 26,00 k 34,00 m
Burkholderia sp.9 11,33 bcdefgh 15,67 ijk 29,17 fg 39,17 hi
Azotobacter sp.28.6 11,58 abcdefg 17,58 abcd 40,33 b 60,00 a
Azotobacter sp.33.36 12,17 abc 15,75 i 39,75 b 56,67 ¢
Azotobacter sp.38.19 10,75 fghi 15,83 hij 29,67 f 39,33 h
Azotobacter sp.44.55 10,92 efghi 17,67 abc 29,00 fg 39,67 gh
Gluconacetobacter sp.49 12,08 abcd 18,33 a 42,33 a 58,17 b
Herbaspirillum sp.3 11,25 cdefghi 16,25 gh 29,17 fg 37,17 k
Herbaspirillum sp.13 10,55 ghi 14,53 Imn 27,67 hij 37,33 k
Herbaspirillum sp.15 12,67 a 14,33 mn 26,50 j k 36,67 k
Herbaspirillum sp.16 10,83 efghi 16,67 efgh 28,75 fgh 38,33 |
Herbaspirillum sp.19 12,33 ab 14,08 n 26,33 k 36,83 k
Herbaspirillum sp.23 11,05 defghi 16,33 fghi 28,65 gi 38,17

Herbaspirillum sp.77 11,83 abcdef 16,67 efgh 28,42 fghi 38,42

[—

35



Testigo absoluto 11,75

Herbaspirillum sp.19 14,08

Herbaspirillum sp.15 14,33

Herbaspirillum sp.13 14,53

Azospirillumsp.3 14,83

Azospirillumsp.13 15,08

Azospirillumsp.8 15,33

Burkholderia sp.6 15,56

Azotobactersp.33.36 15,75

Azotobactersp.38.19 15,83

Herbaspirillum sp.3 16,25

Herbaspirillum sp.23 16,33

Azospirillum sp.6 16,33

Azospirillumsp.18 17,08

Azospirillum sp.9 17,17

Azospirillumsp.19 17,33

Azospirillumsp.23 17,42

Azotobactersp.28.6 17,58

Azotobacter sp.44.55 17,67

Azospirillumsp.17 18,17

Gluconacetobacter sp.49

18,33

0,00 2,00 4,00 6,00 800 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00

Figura 16. Altura (cm) de Lycopersicon esculentum Mill. 30 dias después de la

inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno, 2017.
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El 100% (24) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrégeno incrementaron la altura
de las plantas de tomate, a los 45 dias después de la siembra (Figura 17),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 3) de 21,50% (Herbaspirillum sp.19) a
95,34% (Gluconacetobacter sp.49). La prueba F del andlisis de varianza demostro alta
significancia (Anexo 9) y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey
el mayor valor se alcanz6 con Gluconacetobacter sp.49, diferencidndose
significativamente de los demas tratamientos (Tabla 4).

El 100% (24) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrdgeno incrementaron la altura
de las plantas de tomate, a los 60 dias después de la siembra (Figuras 18, 19),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 3) de 24,31% (Herbaspirillum sp.15) a
103,39% (Azotobacter sp.28.6). La prueba F del andlisis de varianza demostro alta
significancia (Anexo 10) y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey el
mayor valor se alcanzé con Azotobacter sp.28.6, diferenciandose significativamente de
los demas tratamientos (Tabla 4).

El 79% (19) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrogeno incrementaron la
longitud de la raiz de las plantas de tomate, a los 60 dias después de la siembra
(Figuras 20, 21), alcanzandose indices de efectividad (Tabla 5) de 4,48%
(Azospirillum sp.6) a 103,14% (Herbaspirillum sp.15). La prueba F del andlisis de
varianza demostré alta significancia (Anexo 11) y segun la prueba de comparaciones
multiples de Tukey el mayor valor se alcanz6 con, Azospirillum spp.18, 17,19 y
Herbaspirillum sp.15, no diferenciandose significativamente entre ellos, pero si de los

demas tratamientos (Tabla 5).

4.3 Cultivos de bacterias fijadoras de nitrogeno seleccionados
Las bacterias fijadoras de nitrégeno seleccionadas (Figura 22, tabla 6), fueron las
gue alcanzaron los mayores indices de efectividad en la altura (siete cultivos

bacterianos) y en la longitud de las raices de tomate (tres cultivos bacterianos).
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Testigo absoluto

21,67

Herbaspirillum sp.19 26,33

Herbaspirillumsp.15 26,5

Azospirillum sp.8 27,17

Herbaspirillum sp.13

27,67
Azospirillumsp.9 28,17
Azospirillum sp.3 28,33

Herbaspirillumsp.77 28,42

Herbaspirillum sp.23 28,65

Herbaspirillumsp.16 _ 28,75
Azotobacter sp.44.55 _ 29,00
Herbaspirillumsp.3 _ 29,17
Burkholderiasp.9 _ 29,17

Azotobacter sp.38.19 29,67

Azospirillumsp.6 29,75

Azospirillumsp.13

31,17

Azospirillumsp.17

32,33

Burkholderia sp.8 35,67

Burkholderia sp.6 35,83

Azospirillumsp.19 38,17

Azospirillumsp.18

38,5

Azospirillumsp.23 39,67

Azotobactersp.33.36 39,75

Azotobactersp.28.6

40,33

Gluconacetobacter sp.49

42,33

0

°
<)

5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00

Figura 17. Altura (cm) de Lycopersicon esculentum Mill. 45 dias después de la

inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno, 2017.
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a o

Figura 18. Plantas de Lycopersicon esculentum Mill. 60 dias después de la inoculacion

de Dbacterias fijadoras de nitrogeno, (a) Azospirilum sp.6,
(b) Herbaspirillum sp.77, (c) Herbaspirillum sp.15.
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Testigo absoluto

Herbaspirillum sp.15

Herbaspirillum sp.19

Burkholderia sp.8

Herbaspirillum sp.03

Azospirillum sp.8

Herbaspirillumsp.13

Burkholderia sp.6

Herbaspirillum sp.23

Azospirillum sp.9

Herbaspirillumsp.16

Azospirillum sp.3

Herbaspirillum sp.77

Burkholderia sp.9

29,5

36,67

36,83

37,00

37,17

37,17

37,33

38,00

38,17

38,17

38,33

38,33

38,42

39,17

Azotobactersp.38.19 39,33

Azotobacter sp.44.55 39,67

Azospirillumsp.6 39,75

Azospirillumsp.13 40,17

Azospirillumsp.17 42,00

Azospirillumsp.18 47,5

Azospirillumsp.19 48,17

Azospirillumsp.23 51,00

Azotobactersp.33.36

56,67

Gluconacetobacter sp.49 58,17

Azotobactersp.28.6 60,00

0

I=)

0 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00

Figura 19. Altura (cm) de Lycopersicon esculentum Mill. 60 dias después de la

inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno, 2017.
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Figura 20. Plantas de Lycopersicon esculentum Mill. 60 dias después de la
inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno,

(a) Azotobacter sp.44.55, (b) Azospirillum sp.3, (c) Herbaspirillum sp.19.
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Figura 21. Longitud (cm) de raices de Lycopersicon esculentum Mill. 60 dias después

de la inoculacion de bacterias fijadoras de nitrogeno, 2017.



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 inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno

Tratamientos Longitud IE Sign.
(cm) (%) (a=0,05)

Testigo absoluto 22,33 - kl
Azospirillum sp.3 20,67 - I
Azospirillum sp.6 23,33 4,48 jk
Azospirillum sp.8 31,33 40,31 h
Azospirillum sp.9 26,67 19,44 i
Azospirillum sp.13 42,67 91,09 bcd
Azospirillum sp.17 44,33 98,52 ab
Azospirillum sp.18 44,83 100,76 a
Azospirillum sp.19 43,67 95,57 abc
Azospirillum sp.23 39,67 77,65 f
Burkholderia sp.6 35,33 58,22 g
Burkholderia sp.8 11,33 - m
Burkholderia sp.9 41,67 86,61 de
Azotobacter sp.28.6 40,67 82,13 ef
Azotobacter sp.33.36 42,67 91,09 bcd
Azotobacter sp.38.19 23,67 6,00 j k
Azotobacter sp.44.55 11,67 - m
Gluconacetobacter sp.49 40,67 82,13 ef
Herbaspirillum sp.3 21,33 - I
Herbaspirillum sp.13 36,33 62,70 g
Herbaspirillum sp.15 45,33 103,14 abc
Herbaspirillum sp.16 22,33 - Kl
Herbaspirillum sp.19 42,33 89,57 cde
Herbaspirillum sp.23 24,83 11,20 def
Herbaspirillum sp.77 24,33 8,96 j

*Promedio de tres repeticiones
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Figura 22. Cultivos de bacterias fijadoras de nitrogeno seleccionadas.
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Tabla 6. indices de efectividad (%) en la altura de planta y longitud de raices de

Lycopersicon esculentum Mill. por bacterias fijadoras de nitrégeno

seleccionadas

IE (%)
Bacterias fijadoras de Altura de Longitud de
nitrégeno planta/dias raices/dias
15 30 45 60 60
Azospirillum sp.13 34,60 28,34 43,84 36,17 93,94
Azospirillum sp.17 34,37 54,64 49,19 42,37 101,52
Azospirillum sp.18 28,84 45,36 77,67 61,02 103,79
Azospirillum sp.19 34,37 47,49 76,14 63,29 95,45
Azospirillum sp.23 33,56 48,26 83,06 72,88 80,30
Azotobacter sp.28.6 33,56 49,62 86,11 103,39 84,84
Azotobacter sp.33.36 40,37 34,04 83,43 92,10 93,94
Gluconacetobacter sp.49 39,33 56,00 95,34 97,19 84,85
Herbaspirillum sp.15 46,14 21,96 22,29 24,31 106,06
Herbaspirillum sp.19 42,21 19,83 21,50 24,85 92,42

*Promedio de tres repeticiones
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4.4 Efecto de bacterias fijadoras de nitrogeno seleccionadas en el desarrollo

vegetativo y reproductivo de Lycopersicon esculentum Mill.

El 70% (7) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrdgeno incrementaron la
emergencia de las plantulas de tomate, a los 7 dias después de la siembra
(Figuras 23, 24), alcanzéndose indices de efectividad (Tabla 7) de 12,5%
(Azospirillum  sp.17, Azospirillum sp.19, Azotobacter sp.28.6) a 25,0%
(Azospirillum sp.13, Gluconacetobacter sp.49, Herbaspirillum spp.15y 19).

El 80% (8) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrdgeno incrementaron la altura
de las plantas de tomate, a los 15 dias después de la siembra (Figuras 25, 26),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 7) de 2,70% (Azospirillum sp.18 y
Herbaspirillum sp.15) a 14,41% (Herbaspirillum sp.19). La prueba F del andlisis de
varianza demostré alta significancia (Anexo 12) y segun la prueba de comparaciones
multiples de Tukey los mayores valores se alcanzaron con Azospirillum sp.23, 17, 18;
Gluconacetobacter sp.49 y Herbaspirillum spp.19 y 15, Azotobacter spp.28.6 y 33.36,
no diferenciandose significativamente entre ellos, pero si de los demas tratamientos
(Tabla 8).

El 100% (10) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrdgeno incrementaron la altura
de las plantas de tomate, a los 30 dias después de la siembra (Figuras 27, 28),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 7) de 1,74% (Herbaspirillum sp.15) a
34,70% (Gluconacetobacter sp.49). La prueba F del andlisis de varianza demostro alta
significancia (Anexo 13) y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey
el mayor valor se alcanzé con Gluconacetobacter sp.49 y Azotobacter sp.28.6, no
diferenciandose significativamente entre ellos, pero si de los demas tratamientos
(Tabla 8).

El 100% (10) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrdgeno incrementaron la altura
de las plantas de tomate, a los 45 dias después de la siembra (Figuras 29, 30, 31),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 9) de 1,74% (Herbaspirillum sp.15) a
38,58% (Azotobacter sp.33.36). La prueba F del analisis de varianza demostré alta
significancia (Anexo 14) y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey
los mayores valores se alcanzaron con Azotobacter sp.33.36, Gluconacetobacter sp.49
y Azospirillum sp.17, no diferenciandose significativamente entre ellos, pero si de los

demas tratamientos (Tabla 10).
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Figura 23. Emergencia de Lycopersicon esculentum Mill., 7 dias después de la

inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno seleccionadas, 2017.
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Figura 24. Emergencia de Lycopersicon esculentum Mill.,, 7 dias después de la

inoculacién de bacterias fijadoras de nitrdgeno seleccionadas, 2017.

Tabla 7. indices de efectividad (%) en la emergencia y altura de plantas de
Lycopersicon esculentum Mill. por bacterias fijadoras de nitrégeno
seleccionadas

Tratamientos : AllltEu(rog) Altura
Emergencia (15 dias) (30 dias)

Azospirillum sp.13 25,0 - 4,18

Azospirillum sp.17 12,5 7,21 22,30
Azospirillum sp.18 - 2,70 17,07
Azospirillum sp.19 12,5 - 23,69
Azospirillum sp.23 - 13,51 22,99
Azotobacter sp.28.6 12,5 6,31 28,22
Azotobacter sp.33.36 - 13,96 10,11
Gluconacetobacter sp.49 25,0 12,16 34,70
Herbaspirillum sp.15 25,0 2,70 1,74

Herbaspirillum sp.19 25,0 14,41 4,53

*Promedio de tres repeticiones
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Figura 25. Altura de plantas de Lycopersicon esculentum Mill., 15 dias después de la

inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno seleccionadas, 2017.
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Figura 26. Altura (cm) de plantas de Lycopersicon esculentum Mill., 15 dias después
de la inoculacién de bacterias fijadoras de nitrdgeno seleccionadas, 2017.

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

bacterias fijadoras de nitrégeno seleccionadas

Tratamientos Altura (cm)
15 dias Sign. 30 dias Sign.

Testigo absoluto 11,10 bc 14,35 e
Azospirillum sp.13 10,90 ¢ 14,95 de
Azospirillum sp.17 11,90 abc 17,55 c
Azospirillum sp.18 11,40 abc 16,80 c
Azospirillum sp.19 10,70 c 17,65 bc
Azospirillum sp.23 12,60 a 17,65 bc
Azotobacter sp.28.6 11,85 abc 18,40 ab
Azotobacter sp.33.36 12,65 ab 15,80 d
Gluconacetobacter sp.49 12,45 a 19,33 a
Herbaspirillum sp.15 11,40 abc 14,60 e
Herbaspirillum sp.19 12,70 a 15,00 de
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Figura 27. Altura de plantas de Lycopersicon esculentum Mill., 30 dias después de la

inoculaciéon de bacterias fijadoras de nitrégeno seleccionadas, 2017.
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Figura 28. Altura (cm) de plantas de Lycopersicon esculentum Mill., 30 dias después

de la inoculacion de bacterias fijadoras de nitrdgeno seleccionadas, 2017.
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Figura 29. Altura de plantas de Lycopersicon esculentum Mill., 45 dias después de la

inoculacién de Azotobacter sp.33.36.

Figura 30. Altura de plantas de Lycopersicon esculentum Mill., 45 dias después de la

inoculacién de Gluconacetobacter sp.49.
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Figura 31. Altura (cm) de Lycopersicon esculentum Mill., 45 dias después de la
inoculacién de bacterias fijadoras de nitrdgeno seleccionadas, 2017.

Tabla 9. Indices de efectividad (%) en la altura de plantas de
Lycopersicon esculentum Mill. por bacterias fijadoras de nitrégeno

inoculadas a la siembra y trasplante

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

Testigo quimico 15,78 7,13 15,74 10,20
Azospirillum sp.13 19,32 11,20 17,79 11,47
Azospirillum sp.17 33,32 24,49 20,54 13,38
Azospirillum sp.18 22,79 45,91 28,07 21,67
Azospirillum sp.19 29,84 47,93 33,55 29,31
Azospirillum sp.23 28,05 61,22 32,87 24,84
Azotobacter sp.28.6 24,58 91,83 36,29 30,58
Azotobacter sp.33.36 38,58 73,95 34,23 25,80
Gluconacetobacter sp.49 36,84 78,54 32,18 25,49
Herbaspirillum sp.15 1,74 14,26 9,57 6,38

Herbaspirillum sp.19 8,79 8,14 3,41 4,47

*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, 75 y
90 dias después de la inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno a la siembra y trasplante

Tratamientos Altura (cm)
45 dias Sign. 60 dias Sign. 75 dias Sign. 90 dias Sign.

Testigo absoluto 19,00 h 32,67 j 48,67 h 52,33 g
Testigo quimico 22,00 . 35,00 i 56,33 e 57,67 e
Azospirillum sp.13 22,67 ef 36,33 h 57,33 e 58,33 d
Azospirillum sp.17 25,33 ab 40,67 f 58,67 d 59,33 d
Azospirillum sp.18 23,33 de 47,67 € 62,33 ¢ 63,67 ¢
Azospirillum sp.19 24,67 bc 48,33 € 65,00 b 67,67 a
Azospirillum sp.23 24,33 bcd 52,67 d 64,67 b 65,33 b
Azotobacter sp.28.6 23,67 cd 62,67 a 66,33 a 68,33 a
Azotobacter sp.33.36 26,33 a 56,83 c 65,33 ab 65,83 b
Gluconacetobacter sp.49 26,00 a 58,33 b 64,33 b 65,67 b
Herbaspirillum sp.15 19,33 h 37,33 9 53,33 f 53,67 f
Herbaspirillum sp.19 20,67 g 35,33 i 50,33 9 54,67 f
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El 100% (10) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrdgeno incrementaron la
altura de las plantas de tomate, a los 60 dias después de la siembra (Figuras 32, 33,
34), alcanzandose indices de efectividad (Tabla 9) de 7,13% (Testigo quimico) a
91,83% (Azotobacter sp.28.6). La prueba F del andlisis de varianza demostr6 alta
significancia (Anexo 15) y segun la prueba de comparaciones mdultiples de Tukey
el mayor valor se alcanz6 con Azotobacter sp.28.6, diferenciandose
significativamente de los demas tratamientos (Tabla 10).

El 100% (10) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrdgeno incrementaron la
altura de las plantas de tomate, a los 75 dias después de la siembra (Figuras 35, 36),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 9) de 3,41% (Herbaspirillum sp.19) a
36,29% (Azotobacter sp.28.6). La prueba F del analisis de varianza demostrd alta
significancia (Anexo 16) y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey
los mayores valores se alcanzaron con Azotobacter spp.28.6 y 33.36, no
diferenciandose significativamente entre ellos, pero si de los demas tratamientos
(Tabla 10).

El 100% (10) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrdgeno incrementaron la
altura de las plantas de tomate, a los 90 dias después de la siembra (Figuras 37, 38),
alcanzandose indices de efectividad (Tabla 9) de 4,47% (Herbaspirillum sp.15) a
30,58% (Azotobacter sp.28.6). La prueba F del andlisis de varianza demostro alta
significancia (Anexo 17) y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey
los mayores valores se alcanzaron con Azotobacter sp.28.6 y Azospirillum sp.19, no
diferenciandose significativamente entre ellos, pero si de los demas tratamientos
(Tabla 10).

El 90% (9) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrégeno disminuyeron los dias
requeridos para la floracién, siendo de 95 dias con Herbaspirillum spp.15y 19 y
99 dias con Azospirillum sp.19 (Figuras 39, 40, 41), valores correspondientes a

indices de efectividad de 5,0 y 1,0%, respectivamente (Tabla 11).
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Figura 32. Altura de plantas de Lycopersicon esculentum Mill., 60 dias después de
la inoculacion de Azotobacter sp.28.6.

Figura 33. Altura de Lycopersicon esculentum Mill. 60 dias después de la inoculacién

de Gluconacetobacter sp.49.
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Figura 34. Altura (cm) de Lycopersicon esculentum Mill. 60 dias después de la
inoculacién de bacterias fijadoras de nitrdgeno seleccionadas, 2017.

Figura 35. Altura de Lycopersicon esculentum Mill. 75 dias después de la inoculaciéon

de Azotobacter sp.28.6.
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Figura 36. Altura (cm) de Lycopersicon esculentum Mill. 75 dias después de la
inoculacién de bacterias fijadoras de nitrdgeno seleccionadas, 2017.

Figura 37. Altura de Lycopersicon esculentum Mill. 90 dias después de la

inoculacién de Herbaspirillum sp.19 (a) y Azotobacter sp.28.6 (b).
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Figura 38. Altura (cm) de Lycopersicon esculentum Mill. 90 dias después de la

inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno seleccionadas, 2017.
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Figura 39. Flores de Lycopersicon esculentum Mill.

Figura 40. Plantas de Lycopersicon esculentum Mill. en floracion, 2017.
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Figura 41. Dias al 50% de la floracion en Lycopersicon esculentum Mill., inoculado
con bacterias fijadoras de nitr6geno a la siembra y al trasplante.

Tabla 11. Iindices de efectividad (%) al 50% de la floracion en
Lycopersicon esculentum Mill., por bacterias fijadoras de nitrégeno
inoculadas a la siembra y trasplante

Tiempo requerido para la floracion

Tratamientos

Dias IE (%)

Testigo absoluto 100 -

Testigo quimico 98 2,0
Azospirillum sp.13 100 0

Azospirillum sp.17 97 3,0
Azospirillum sp.18 97 3,0
Azospirillum sp.19 99 1,0
Azospirillum sp.23 98 2,0
Azotobacter sp.28.6 98 2,0
Azotobacter sp.33.36 98 2,0
Gluconacetobacter sp.49 98 2,0
Herbaspirillum sp.15 95 5,0
Herbaspirillum sp.19 95 5,0
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El 100% (10) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrégeno disminuyeron los dias
requeridos para la fructificacién, siendo de 125 dias con Herbaspirillum spp.15y 19y
128 dias con Azospirillum sp.23, Azotobacter sp.28.6 y Gluconacetobacter sp.49
(Figuras 42 a 46), valores correspondientes a indices de efectividad de 3,10 y 0,78%,
respectivamente (Tabla 12).

El 90% (9) de cultivos de bacterias fijadoras de nitrdgeno aumentaron el nimero
y peso de frutos comerciales de tomate (Figura 47), siendo de 68 frutos por planta
con Azospirillum sp.18 y 76 frutos con Herbaspirillum sp.19 (Tabla 13, anexo 6),
valores correspondientes a indices de efectividad de 4,62 y 16,92%, respectivamente
(Tabla 14). La prueba F del andlisis de varianza demostrd alta significancia y segun
la prueba de comparaciones multiples de Tukey los mayores valores se alcanzaron
con Gluconacetobacter sp.49; Herbaspirillum spp.15 y 19, Azospirillum spp.19, 23;
Azotobacter sp.33.36 y el Testigo quimico, no diferenciandose significativamente
entre ellos, pero si de los demas tratamientos (Tabla 15, anexo 18). El peso fue de
4,125kg con Azotobacter sp.28.6 y 4,865kg con Herbaspirillum sp.15, (Tabla 13,
anexo 6), valores correspondientes a indices de efectividad de 3,9 y 22,54%
respectivamente (Tabla 14). 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 Herbaspirilum spp.15 y 19, diferenciandose

significativamente de los demas tratamientos (Tabla 15, anexo 19).
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Figura 42. Fructificacion de Lycopersicon esculentum Mill., (a) Testigo absoluto,
(b) Testigo quimico, (c) Herbaspirillum sp.19.
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Figura 43. Fructificacion de Lycopersicon esculentum Mill., (a) Testigo absoluto,

(b) Testigo quimico, (c) Azospirillum sp.19.
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Figura 44. Dias al 50% de la fructificacion en Lycopersicon esculentum Mill.,
inoculado con bacterias fijadoras de nitrégeno a la siembra y trasplante.

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

Tiempo requerido para la fructificaciéon

Tratamientos Dias IE (%)
Testigo absoluto 129 -
Testigo quimico 128 0,78
Azospirillum sp.13 128 0,78
Azospirillum sp.17 127 1,55
Azospirillum sp.18 127 1,55
Azospirillum sp.19 126 2,33
Azospirillum sp.23 127 1,55
Azotobacter sp.28.6 128 0,78
Azotobacter sp.33.36 127 1,55
Gluconacetobacter sp.49 128 0,78
Herbaspirillum sp.15 125 3,10
Herbaspirillum sp.19 125 3,10
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Figura 45. Fructificacion de Lycopersicon esculentum Mill. 127 dias después de la
inoculacién de Azospirillum sp.18.

Figura 46. Fructificacidn de Lycopersicon esculentum Mill. 128 dias después de la

inoculacién de Gluconacetobacter sp.49 (a), Azotobacter sp.28.6 (b),

Azospirillum sp.13 (c
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Figura 47. Frutos comerciales de Lycopersicon esculentum Mill., inoculado con

bacterias fijadoras de nitrégeno a la siembra y trasplante.

Tabla 13. Numero y peso de frutos comerciales por planta de
Lycopersicon esculentum Mill.
Frutos
Tratamientos NUmero Peso
(ka)

Testigo absoluto 65 3,970
Testigo quimico 73 4,230
Azospirillum sp.13 64 3,469
Azospirillum sp.17 70 4,435
Azospirillum sp.18 68 4,230
Azospirillum sp.19 72 4,365
Azospirillum sp.23 73 4,416
Azotobacter sp.28.6 71 4,125
Azotobacter sp.33.36 74 4,515
Gluconacetobacter sp.49 75 4,538
Herbaspirillum sp.15 75 4,865
Herbaspirillum sp.19 76 4,792
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Tabla 14. indices de efectividad (%) en el nimero y peso de frutos de

Lycopersicon esculentum Mill por bacterias fijadoras de nitrégeno a la

siembra y trasplante

_ IE (%)

Tratamientos NUmero Peso
Testigo quimico 12,31 6,55
Azospirillum sp.13 - -
Azospirillum sp.17 7,69 11,71
Azospirillum sp.18 4,62 6,55
Azospirillum sp.19 10,77 9,95
Azospirillum sp.23 12,31 11,23
Azotobacter sp.28.6 9,23 3,90
Azotobacter sp.33.36 13,85 13,73
Gluconacetobacter sp.49 15,39 14,31
Herbaspirillum sp.15 15,39 22,54
Herbaspirillum sp.19 16,92 20,71

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

de Lycopersicon esculentum Mill. inoculado con bacterias fijadoras de

nitrogeno seleccionadas

Tratamientos Frutos
Numero Sign. Peso Sign.
(N°) (9)

Testigo absoluto 65 e 3,970 e
Testigo quimico 73 abc 4,230 d
Azospirillum sp.13 64 e 3,469 f
Azospirillum sp.17 70 cd 4,435 bc
Azospirillum sp.18 68 de 4,230 d
Azospirillum sp.19 72 abcd 4,365 c
Azospirillum sp.23 73 abc 4,416 bc
Azotobacter sp.28.6 71 bcd 4,125 d
Azotobacter sp.33.36 74 abc 4,515 b
Gluconacetobacter sp.49 75 ab 4,538 b
Herbaspirillum sp.15 75 ab 4,865 a
Herbaspirillum sp.19 76 a 4,792 a
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V. DISCUSION

Las bacterias fijadoras de nitrdgeno aisladas previamente de la
monocotileddénea espéarrago incrementaron el desarrollo de la dicotiledénea tomate,
demostrandose que la especificidad planta-bacteria no es determinante en el éxito de
la inoculacion de estas bacterias. De igual manera, Garcia (2012b) y German (2015)
aislaron Gluconacetobacter diazotrophicus y Azotobacter sp. de la rizésfera de cafia
de azucar y demostraron el efecto promotor de estas bacterias en el crecimiento de
plantas de tomate. Por el contrario, Garcia (2012a) inocul6 en las semillas y raices de
tomate cultivos de Azospirillum spp. aisladas de raices de esparrago silvestre y
después de 30 dias, determind que no existieron diferencias significativas en los

parametros de crecimiento de las plantas inoculadas y no inoculadas.

La especificidad, afinidad u homologia entre bacterias y genotipo vegetal ha sido
demostrada en especies de Azospirillum, bacterias que tienen movilidad y quimiotaxis
con algun genotipo particular (dos Santos et al., 2005). La especificidad de la
asociacion diazotrofica con las poaceas se atribuye a la presencia de proteinas tipo
lectinas en la superficie radicular (Karpati et al., 1999). La interaccidon entre
Azospirillum y las lectinas contribuye a la adhesién de la bacteria a la superficie
radicular y al establecimiento de una asociacion fijadora de nitrégeno incrementada
en el hospedero (Huauya et al., 2001). El xilema es el principal sitio de fijacién de
nitrdgeno en la asociacibn maiz-Azospirillum, donde, la baja presiéon parcial de
oxigeno requerida para la actividad de la nitrogenasa y la presencia de malato
constituyen factores que favorecen el establecimiento y actividad de Azospirillum spp.

(Malik et al., 1997 mencionados por Huauya et al., 2001).
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Rangel et al. (2011) investigaron la afinidad y efecto de Azospirillum sp. en maiz
y segun el numero de estas bacterias y su actividad nitrogenasa existio algun grado
de afinidad entre Azospirillum obtenido de maiz H-28 y Chalquefio y su reinoculacion
en estas mismas variedades. La afinidad de cepas bacterianas y plantas de maiz
también fue reportada por Pecina et al. (2005) y segun Bashan et al. (1996) esta
condicién limita la posibilidad de obtener con Azospirillum spp. un inoculante

comercial confiable.

La fijacion de nitr6geno o diazotrofia fue la primera caracteristica estudiada en
las bacterias beneficiosas de la rizosfera de las plantas o PGPR (Kloepper, 2003). En
una reaccién catalizada por el complejo enzimatico nitrogenasa, las bacterias reducen
el nitrégeno molecular hasta amoniaco, que puede ser asimilado por los vegetales
(Mayz, 2004). La diazotrofia fue demostrada previamente en Azospirillum
(Rangel et al., 2011; Guzman et al., 2012), Herbaspirillum (You et al., 2005; Koomnok
et al., 2007), Gluconacetobacter (Jha et al., 2009) y Azotobacter (Delgado y Suyon,
2017). Ademas de la fijacion de nitrégeno, estas bacterias producen reguladores de
crecimiento, solubilizan fosfatos y presentan antagonismo a fitopatdégenos
(Moreira et al., 2010).

La producciéon de indoles explica en parte el efecto promotor del crecimiento
vegetal por las bacterias diazotrdéficas (Aguilar et al., 2008; Moreira et al., 2010). Estos
reguladores del crecimiento son producidos por Azospirillum spp. (Guzméan et al.,
2012), Herbaspirillum, Gluconacetobacter y Azotobacter spp. (Delgado y Suyoén,
2017). Las auxinas, entre la que destaca el acido indolacético estan vinculadas a los
procesos de orientacion del crecimiento de tallos y raices, en respuesta a la luz y
gravedad, diferenciacion de tejidos vasculares, dominancia apical, iniciaciéon de las
raices laterales y adventicias, estimulacion de la divisidon celular y elongacion de tallo

y raices (Cassan et al., 2009).

La solubilizacion de fosfatos no es una caracteristica distintiva de las bacterias
fijadoras de nitrégeno; sin embargo, se ha demostrado su capacidad para solubilizar
fosfato tricélcico (Clavijo et al., 2012) e hidroxiapatitas (Reyes y Valery, 2007), con
liberaciéon de fosforo soluble y aumento en su disponibilidad para las plantas
(Carrefio, 2009).
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El efecto promotor de las bacterias fijadoras de nitrégeno se evidencio con el
incremento en la germinacion, altura, longitud de raices y rendimiento, asi como
también en la disminucién de los dias requeridos para la floracion de las plantas de
tomate; no obstante, también existen reportes de incremento en la materia seca
(Sharifi et al., 2011), nitrégeno disponible en el suelo (Balemi et al., 2007), biomasa y
concentracion de glucosidos (Borda et al., 2009), nitrégeno y fésforo en el tejido foliar
(Reyes et al., 2008), precocidad a la floraciéon (Gonzalez et al., 2011), aumento en el
rendimiento (Balemi et al., 2007; Ashrafi & Naser, 2011) y reduccién del fertilizante
quimico en 20% (Dalla et al., 2004), 25% (Balemi et al., 2007), 33% (Gonzélez et al.,
2011) y 50% (Lozada y Rivas et al., 2010) en cultivos de cebada, cebolla, maiz y

Capsicum frutescens “chile”, respectivamente.

El incremento en la altura de las plantas inoculadas con bacterias fijadoras de
nitrogeno se ha reportado en cultivos agricolas como tomate (Escobar et al., 2011),
pimiento pimentonero (Di Barbaro et al., 2005), maiz (Ashrafi & Naser, 2011,
Sharifi et al., 2011), cebolla (Balemi et al., 2007) y algodon (Aly et al., 2012).

La morfologia de la raiz cambia por efecto de las bacterias fijadoras de
nitrogeno, observandose proliferacion de pelos absorbentes de las raices de plantulas
en Setaria lachnea (Toniutti y Fornasero, 2008), incremento en la longitud (Aly et al.,
2012), peso de la biomasa radicular en tomate (German, 2015) y rabanito (Garcia,
2012b). Las diazotroficas como Azospirilum spp. modifican el sistema radicular
debido, al menos en parte, a la produccion de reguladores del crecimiento que
incrementan el nimero de raices laterales y pelos radicales, aumentando la superficie
disponible para la absorcion de nutrientes y el flujo de protones en la membrana de

la raiz, lo que promueve la captacion de agua y minerales (Aguilar et al., 2008).

La magnitud del efecto positivo de las bacterias fijadoras de nitrégeno en
condiciones de invernadero, no siempre estd relacionada con los resultados
previamente obtenidos en condiciones de laboratorio. Fernandez (2015) determiné
gue la germinacion de café aumenté con la inoculacién de bacterias productoras de
indoles y solubilizadoras de fosfatos; no obstante, el incremento fue mayor con
Azotobacter FN205 (63,3ppm indoles), en contraste con Azotobacter FN111
(81,4ppm), cuantificandose 66,7 y 45% de semillas germinadas, respectivamente. De

igual manera, este investigador reporté que los indices de efectividad fueron
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significativamente mayores con Pseudomonas 118 (58,8ppm indoles) en
comparacién con Azotobacter FN205 (63,3ppm indoles), registrdndose incrementos
de 181y 80% en la biomasa aéreay 53 y 31% en la biomasa radicular de plantas de
café, respectivamente. En este contexto, las bacterias fijadoras de nitrégeno
investigadas se seleccionaron con base a la efectividad en la altura y longitud de las

raices de las plantas de tomate.

La disminucién de los dias requeridos para la floracion por efecto de la
inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno se observé previamente en cultivos de
maiz con Azospirillum sp. (Uribe et al., 2007; Gonzélez et al., 2011) y tomate con
Azotobacter sp. (Escobar et al., 2011).

Incrementos en el rendimiento de los cultivos agricolas por efecto de la
inoculacion de bacterias diazotroéficas fueron reportados previamente por Garcia et al.
(2006) con A. brasilense en sorgo (13 a 27%), Punschke y Mayans (2011) con
Herbaspirillum sp. en arroz (15%) y Garcia et al. (2012) con A. brasilense en maiz
(15%). Segun Martinez et al. (1999) mencionados 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, Herbaspirillum spp.15 y 19 tienen potencial para

incrementar el rendimiento del cultivo de tomate.

Las bacterias fijadoras de nitrégeno son de vida libre, asociativas y simbioticas
(Moreira et al., 2010). Azospirillum spp. y Herbaspirilum spp. son diazotréficas
asociativas, pudiendo ser endofitas facultativas y obligadas (Altamirano et al., 2014).
Las facultativas como Azospirillum spp. colonizan el suelo rizosférico y el interior de
la raiz (Beracochea, 2011). Las endofitas obligadas como Herbaspirillum vy
Gluconacetobacter colonizan el interior de los tejidos del hospedero (Altamirano et al.,
2014). En la presente investigacion, en su mayoria, las bacterias asociativas
superaron en los indices de efectividad a las de vida libre como Azotobacter sp. De
igual manera, Delgado y Suyo6n (2017) registraron los mayores indices de efectividad
en la altura de plantas de esparrago con Azospirillum y Herbaspirillum spp. Segun
Moreno (2012), considerandose que se encuentran en contacto intimo con las
plantas, se espera que las bacterias endéfitas brinden beneficios mas directos a su

hospedero que las rizosféricas de vida libre.
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VI. CONCLUSIONES

Las bacterias cuantificaron nitrogeno (12,52 a 35,50ppm de amonio),
solubilizaron fosfato tricalcico (10,39 a 33,55ppm de fésforo soluble) y
produjeron indoles (22,47 a 195,80ppm).

Los 24 cultivos de las bacterias fijadoras de nitrdgeno incrementaron la
altura con indices de efectividad de 4,47% (Herbaspirillum sp.15) a 30,58%
(Azotobacter sp.28.6) y longitud de las raices de plantas de tomate con
indices de efectividad de 4,48% (Azospirilum sp.6) a 103,14%
(Herbaspirillum sp.15)

Los 10 cultivos de bacterias fijadoras de nitrégeno seleccionadas fueron las
gue alcanzaron los mayores indice de efectividad a la altura y longitud de
las raices de tomate.

Las bacterias fijadoras de nitrogeno incrementaron el desarrollo de
Lycopersicon esculentum Mill. destacando Herbaspirillum spp.15 y 19 con
indices de efectividad de 25% en la emergencia; 1,74 a 14,26% en la altura;
15,39 a 16,92% en el nimero de frutos y 20,71 a 22,54% en el peso de los
frutos.
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VIl. RECOMENDACIONES

Identificar a nivel molecular Herbaspirillum spp.15y 19.

Determinar el efecto de Herbaspirillum spp.15y 19 en el desarrollo de tomate

en condiciones de campo, con y sin la aplicacion de fertilizante quimico.

Investigas sustratos organicos de bajo costo para el incremento masivo de

Herbaspirillum spp.15y 19.

Investigar el efecto de bacterias fijadoras de nitrogeno 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 ién

amonio

a. Reactivos (en Lara et al., 2007; Cadena y Martinez, 2011)

* Cloruro de potasio 2M
Cloruro de potasio 149,129

Agua destilada 1000mL

¢ Solucion alcohdlica 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 20g

Hidroxido de sodio 19
Hipoclorito de sodio 5% (lejia comercial) 2mL
Agua destilada 100mL

b. Método indirecto de valoracion del i6n amonio, utilizando la técnica
colorimétrica de Berthelot (fenol-hipoclorito, en Lara et al., 2007)

b.1 Fundamento del método colorimétrico de Berthelot
(fenol-hipoclorito)

Se basa en la formacion de un color azul intenso de indofenol, que resulta
de la reaccion del ibn 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. EI mecanismo de la reaccion

depende de la luz presente, la temperatura ambiente, catalizadores y pH alcalino.
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Cuando se utiliza fenol o sodio la reaccion puede ser representada de la siguiente

manera.

NH3 + 2CsHe0+ 3CIO° —> O= CgHs= N-CeHs-O + 2H20 + OH" + 3CI

b.2 Preparacion de diluciones a partir de una solucién madre de NH,4CI
Para obtener la curva patrén se prepara una solucién madre de 100ppm de
NH4CI, para lo cual se pesa 0,1g de NH4Cl y se disuelve en 1L de agua bidestilada.

Posteriormente, a partir de la soluciobn madre se efecttan las siguientes diluciones:

NHACI
N° de tubo Solucion patron H2O bidestilade (Ug/mL = ppm)
[mL] [mL] NH.Cl
[ug /mL= ppm]
1 0 1 0
2 0 9 2
3 0 9 4
4 0 9,4 6
5 0 9 8
6 1 9 10
7 1 8 15
8 2 8 20

b.3 Procedimiento para la cuantificacion de amonio por colorimetria

Obtenidas las diluciones, agregar a cada tubo 0,4mL de solucion alcohdlica de
fenol al 10%; 0,4mL de nitroprusiato de sodio al 0,5% y 1mL de solucion oxidante,
luego agitar para mezclar y dejar en reposo durante 1 hora. Observar una coloracion
gue varia del verde azul al azul intenso segun la concentracion de amonio. Leer la
absorbancia de cada dilucion en el espectrofotdmetro a 632,9nm. Una vez obtenida
la absorbancia de todas las concentraciones de amonio, corregir los valores y
mediante regresioén 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 dispersion homogénea de los valores sobre la recta.
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NH4 100

N° tubo Absorbancia  Absorbancia corregida
(ppm)
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

Obtenida la absorbancia de las siete concentraciones de amonio, introducir
los datos el el programa Microsoft Office Excel 2007 y construir la curva patron de
calibracion:

« % y=00544x+0,0387

% . R2=10,9829
&
&

1
0 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
X= —————
0,0544
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ANEXO 2

Cuantificacién de fosforo solubilizado in vitro

a. Reactivos (en Rodier y Rodi, 2005)

Soluciéon de acido sulfarico 5N

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

Solucidén de acido ascorbico

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

Reactivo para determinacion de ortofosfatos

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

Solucién madre de 0,2mgL™* de fésforo

Fosfato monopotasico previamente desecado

en estufa a 100 °C 8779
Agua destilada hasta enrase 100mL
Solucién hijade 2mgL™* de fosforo

Diluir ImL 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 amonico, los ortofosfatos

forman un complejo fosfomolibdico que, reducido por el acido ascoérbico, desarrolla

una coloraciéon azul susceptible de una determinacion colorimétrica y cuya aparicion

se acelera utilizando el catalizador emético, tartrato doble de antimonio y potasio.
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b.2. Limpieza de los recipientes de vidrio
Para la limpieza del material de vidrio no utilizar detergentes que
contengan fosfato. Lavados con &cido clorhidrico diluido y enjuagados
cuidadosamente con agua destilada.
b.3. Preparacion de la curva de calibracion

Colocar en una serie de matraces aforados de 25mL:

NUumero de matraces T I Il M
Solucién salina de fésforo de 2 mgL™?t (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 espectrofotbmetro 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 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.

b.4. Procedimiento para cuantificar fosfatos en la muestra
Introducir 20mL de la muestra a analizar en un matraz aforado de
25mL. Anadir 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 Fésforo 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 Microsoft Office Excel 2007 y construir

la curva patron de calibracion:

0,14
0,12
0,10
0,08

0,06

Absorbansia 690 nm

0,04
0,02

0,00

*
2 3
* y=0,2408x + 0,0062
R2=0,7843
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Fosforo (ppm)

En la ecuacion obtenida:

Donde:

y = 0,0692x + 0,071

y: representa la absorbancia captada (variable dependiente)

x: cantidad de fosforo en ppm (variable independiente)

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

bacteria nativa.

_y — 0,071
T 0,0692
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ANEXO 3

Procedimiento para elaborar la curva de calibracién para cuantificar
indoles
a. Reactivos
e Reactivo de Salkowski (en Garciay Mufioz, 2010)

H>SO4 Concentrado 150mL
Agua destilada 250mL
FeCl30,5M en agua destilada 7,5mL

Al momento de la preparacion, verter el &cido sulfdrico concentrado en un
balén con 250mL de agua destilada y simultaneamente enfriar con chorro de agua
constante. Finalmente agregar el cloruro férrico al 0,5M. 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 lareaccion 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 sulfarico, donde por medio de una transaminacion
un grupo amino es sustituido por el cloro proveniente del FeCls, originando un
compuesto visible de color rosado a rojo en el caso del indol acético. Otras
coloraciones indican la presencia de productos intermedios de la sintesis del acido

indol acético, que pueden ser generados a partir del triptéfano.

b.2. Preparacion de diluciones a partir de una solucion madre de AlA
Para obtener una curva patrén de acido indolacético, preparar una
solucién madre de 100ppm, para lo cual se pesan 10mg de acido indol acético y se
disuelven con unas gotas de NaOH en un matraz aforado a 100mL. A continuacion,
enrasar con agua bidestilada y agitar hasta homogenizar. Posteriormente se realizan

las siguientes diluciones:
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N° de tubo Solucion patrén H20 bidestilada Concentracion

(100 pgmL™?) [uL]* AlIA (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 = 1mL

b.3. Procedimiento para la cuantificacion de AIA por colorimetria
Obtenidas las concentraciones parciales de AIA extraer de cada tubo
0,4mL de solucion, verter en tubos de 13 x 75mm y agregar 1,6mL 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 indol
acético, corregir los valores y mediante regresion lineal en el programa Microsoft
Excel 2007, obtener la ecuacién de la recta y el coeficiente (R?) que debera ser

mayor a 0,9 para demostrar una dispersiéon homogénea de los valores sobre la recta.

N° de tubo AlA (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

92



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

patrén de calibracion:

0,300

0,250 /

y-=0,0045x+0,0089
R*=0,9931

o
N
o
o

Absorbancia
o
=
o
o
\

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

En la ecuacién obtenida:

y = 0,0045x + 0,0089

Donde:

y: representa la absorbancia captada (variable dependiente)

x: acido indol acético en ppm (variable independiente)

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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Lycopersicon esculentum Mill.

ANEXO 4

Temperaturas minima, media y méaxima durante el cultivo de

Fecha Temperatura Temperatura Temperatura
minima (°C) media (°C) maxima (°C)
07/03/2017 57 57 33
08/03/2017 o4 o5 32
09/03/2017 o4 26 32
10/03/2017 24 23 31
11/03/2017 o o5 32
12/03/2017 24 27 31
13/03/2017 23 24 32
14/03/2017 23 25 31
15/03/2017 23 o5 30
16/03/2017 24 27 31
17/03/2017 24 25 31
18/03/2017 24 25 32
19/03/2017 24 27 31
20/03/2017 24 27 29
21/03/2017 24 26 31
22/03/2017 25 27 31
23/03/2017 25 27 34
24/03/2017 25 27 32
25/03/2017 24 27 32
26/03/2017 25 27 31
27/03/2017 24 26 31
28/03/2017 24 27 32
29/03/2017 25 29 31
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Continuacion...

Fecha Temperatura Temperatura Temperatura
minima (°C) media (°C) maxima (°C)
30/03/2017 21 26 31
31/03/2017 23 o5 29
01/04/2017 23 26 30
02/04/2017 22 o5 30
03/04/2017 22 o5 30
04/04/2017 20 o 30
05/04/2017 29 o4 o8
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 39
15/04/2017 21 25 28
16/04/2017 21 25 30
17/04/2017 21 26 28
18/04/2017 22 26 30
19/04/2017 22 26 30
20/04/2017 21 25 30

21/04/2017 21 26 29
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Lycopersicon esculentum Mill.

ANEXO 4

Temperaturas minima, media y méaxima durante el cultivo de

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
20/05/2017 20 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 18 23 25
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Continuacion...

Fecha Temperatura Temperatura Temperatura
minima (°C) media (°C) maxima (°C)
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 18 23 25
16/06/2017 19 22 24
17/06/2017 18 21 23
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
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 25
04/07/2017 17 21 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 22 24
10/07/2017 18 20 21
11/07/2017 18 20 21
12/07/2017 19 21 22

13/07/2017 17 20 22
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Continuacion...

Fecha Temperatura Temperatura Temperatura
minima (°C) media (°C) maxima (°C)
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 22 24
23/07/2017 17 21 22
24/07/2017 17 19 21
25/07/2017 18 21 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 18 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
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
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Continuacion...

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

17/09/2017 16 21 24
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Continuacion...

Fecha Temperatura Temperatura Temperatura
minima (°C) media (°C) maxima (°C)
18/09/2017 16 23 25
19/09/2017 16 21 23
20/09/2017 16 18 20
21/09/2017 15 18 22
22/09/2017 15 18 22
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 16 20 22
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 21 23
06/10/2017 16 21 23
07/10/2017 16 21 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 diamoénico : sulfato de
potasio
1. Fosfato diaménico FDA: 18%N; 46%P (P10s)

100Kg FDA —>46 UP
X - 100 UP
X =100 x 100 5217,3Kg FDA ha
46

2. Urea 180 — 39,111 = 140,889 UN
Urea: 46% N

100Kg urea =46 UN
X - 140,889 UN
X =100 x 140,889 =[306,2Kg urea ha
46

3. Sulfato de potasio: 50% K

100Kg sulfato de potasio - 50 UK
X - 120 UK
X =100 x 120 = 240Kg sulfato de potasio ha
50

Radio de la maceta = 8,6cm
Area circunferencia = 17 . r2
A =(3.14) (8.6)?
A =232cm?|~> 0,0232 m?
Fosfato diaménico: 217,3Kg FDA hat
217,3Kg - 10 000 m?
X = 0,0232m?
X =0,000504136Kg ={0,5041369g
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Urea: 306,2Kg urea ha

306,2Kg - 10 000 m?
X = 0,0232m?

X =0,000710384Kg =

0,710384g

Sulfato de potasio: 240Kg sulfato de potasio ha
240Kg -> 10 000 m?
X = 0,0232m?

X =0,0005568Kg =[0,55689
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ANEXO 6
Numero y peso de frutos de Lycopersicon esculentum Mill. por calidad
comercial

Numero de frutos comerciales por calidad

Tratamientos NUmero de frutos/calidad

Primera Segunda Tercera
Testigo absoluto 13 22 30
Testigo quimico 15 26 32
Azospirillum sp.13 13 21 30
Azospirillum sp.17 16 25 29
Azospirillum sp.18 15 24 29
Azospirillum sp.19 17 26 29
Azospirillum sp.23 16 27 30
Azotobacter sp.28.6 16 25 30
Azotobacter sp.33.36 17 27 30
Gluconacetobacter sp.49 17 26 32
Herbaspirillum sp.15 19 25 31
Herbaspirillum sp.19 19 26 31

Peso de frutos comerciales por calidad

Peso de frutos/calidad

Tratamientos

Primera Segunda Tercera
Testigo absoluto 1,630 1,330 1,010
Testigo quimico 1,720 1,410 1,100
Azospirillum sp.13 1,511 1,255 0,703
Azospirillum sp.17 1,879 1,378 1,178
Azospirillum sp.18 1,710 1,410 1,110
Azospirillum sp.19 1,855 1,355 1,155
Azospirillum sp.23 1,870 1,372 1,174
Azotobacter sp.28.6 1,775 1,275 1,075
Azotobacter sp.33.36 1,905 1,405 1,205
Gluconacetobacter sp.49 1,913 1,413 1,212
Herbaspirillum sp.15 2,322 1,322 1,221
Herbaspirillum sp.19 2,197 1,297 1,298
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ANEXO 7

Prueba de homogeneidad de varianza y andlisis de varianza de la altura de
Lycopersicon esculentum Mill. alos 15 dias después de la inoculacién de
24 cultivos de bacterias fijadoras de nitrégeno

Prueba de homogeneidad de varianzas

ALTURA A LOS 15 DIAS

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.

2,153 24 125 0,053

Anova de un Factor

ALTURA A LOS 15 DIAS

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 98,228 24 4,093 15,785 0,000
Intra-grupos 32,410 125 0,259
Total 130,638 149
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ANEXO 8

Prueba de homogeneidad de varianza y analisis de varianza de la altura de
Lycopersicon esculentum Mill. alos 30 dias después de lainoculacion de

24 cultivos de bacterias fijadoras de nitrégeno

Prueba de homogeneidad de varianzas

ALTURA A LOS 30 DIAS

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.

2,193 24 125 0,058

Anova de un Factor

ALTURA A LOS 30 DIAS

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 317,555 24 13,231 76,236 0,000
Intra-grupos 21,695 125 0,174
Total 339,250 149
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ANEXO 9

Prueba de homogeneidad de varianza y analisis de varianza de la altura de

Lycopersicon esculentum Mill. alos 45 dias después de lainoculacion de

24 cultivos de bacterias fijadoras de nitrégeno

Prueba de homogeneidad de varianzas

ALTURA A LOS 45 DIAS

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
3,986 24 125 0,051
Anova de un Factor
ALTURA A LOS 45 DIAS

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

Inter-grupos | 4261,192 24 177,550 473,197 0,000

Intra-grupos 46,902 125 0,375

Total 4308,094 149
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ANEXO 10

Prueba de homogeneidad de varianza y analisis de varianza de la altura de

Lycopersicon esculentum Mill. alos 60 dias después de lainoculacion de

24 cultivos de bacterias fijadoras de nitrégeno

Prueba de homogeneidad de varianzas

ALTURA A LOS 60 DIAS

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
0,887 24 125 0,619
Anova de un Factor
ALTURA A LOS 60 DIAS

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

Inter-grupos | 8528,663 24 355,361 2456,865 0,000

Intra-grupos 18,080 125 0,145

Total 8546,743 149
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ANEXO 11

Prueba de homogeneidad de varianza y analisis de varianza de la longitud de

raices de Lycopersicon esculentum Mill. a los 60 dias después de la

inoculacion de 24 cultivos de bacterias fijadoras de nitrégeno

Prueba de homogeneidad de varianzas

LONGITUD DE RAICES A LOS 60 DIAS

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
3,378 24 125 0,052
Anova de un Factor
LONGITUD DE RAICES A LOS 60 DIAS

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

Inter-grupos | 17064,328 24 711,014 977,724 0,000

Intra-grupos 90,902 125 0,727

Total 17155,230 149
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ANEXO 12

Prueba de homogeneidad de varianza y andalisis de varianza de la altura de
Lycopersicon esculentum Mill. alos 15 dias después de lainoculacion de

bacterias fijadoras de nitrégeno seleccionadas

Prueba de homogeneidad de varianzas

ALTURA A LOS 15 DIAS

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
0,341 10 55 0,966
Anova de un Factor
ALTURA A LOS 15 DIAS

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

Inter-grupos 27,461 10 2,746 6,583 0,000

Intra-grupos 22,945 55 0,417

Total 50,406 65
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ANEXO 13

Prueba de homogeneidad de varianza y andalisis de varianza de la altura de
Lycopersicon esculentum Mill. alos 30 dias después de lainoculacion de

bacterias fijadoras de nitrégeno seleccionadas

Prueba de homogeneidad de varianzas

ALTURA A LOS 30 DIAS

gll gl2 Sig.

Estadistico de Levene
0,174

1,475 10 55

Anova de un Factor

ALTURA A LOS 30 DIAS

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 176,369 10 17,637 73,767 0,000
Intra-grupos 13,150 55 0,239
Total 189,519 65
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ANEXO 14

Prueba de homogeneidad de varianza y andalisis de varianza de la altura de
Lycopersicon esculentum Mill. alos 45 dias después de lainoculacion de

bacterias fijadoras de nitrégeno seleccionadas

Prueba de homogeneidad de varianzas

ALTURA A LOS 45 DIAS

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
11 60 0,093

1,809

Anova de un Factor

ALTURA A LOS 45 DIAS

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 417,111 11 37,919 100,730 0,000
Intra-grupos 22,587 60 0,376
Total 439,698 71
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ANEXO 15

Prueba de homogeneidad de varianza y andlisis de varianza de la altura de
Lycopersicon esculentum Mill. alos 60 dias después de lainoculacion de

bacterias fijadoras de nitrégeno seleccionadas

Prueba de homogeneidad de varianzas

ALTURA A LOS 60 DIAS

Estadistico de Levene

gll gl2 Sig.

1,709

11 60 0,093

Anova de un Factor

ALTURA A LOS 60 DIAS

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos | 7242,708 11 658,428 3163,829 0,000
Intra-grupos 12,487 60 0,208
Total 7255,195 71
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ANEXO 16

Prueba de homogeneidad de varianza y analisis de varianza de la altura de
Lycopersicon esculentum Mill. alos 75 dias después de lainoculacion de

bacterias fijadoras de nitrégeno seleccionadas

Prueba de homogeneidad de varianzas

ALTURA A LOS 75 DIAS

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
11 60 0,346

1,142

Anova de un Factor

ALTURA A LOS 75 DIAS

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos | 2440,290 11 221,845 819,202 0,000
Intra-grupos 16,248 60 0,271
Total 2456,539 71
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ANEXO 17

Prueba de homogeneidad de varianza y andlisis de varianza de la altura de
Lycopersicon esculentum Mill. alos 90 dias después de lainoculacion de

bacterias fijadoras de nitrégeno seleccionadas

Prueba de homogeneidad de varianzas

ALTURA A LOS 90 DIAS

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
11 60 0,136

1,555

Anova de un Factor

ALTURA A LOS 90 DIAS

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos | 2158,806 11 196,255 965,717 0,000
Intra-grupos 12,193 60 0,203
Total 2170,999 71
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ANEXO 18

Prueba de homogeneidad de varianza y analisis de varianza del nUmero de
frutos de Lycopersicon esculentum Mill. inoculado con bacterias fijadoras de

nitrégeno seleccionadas

Prueba de homogeneidad de varianzas

NUMERO DE FRUTOS

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
1,297 11 24 0,285
Anova de un Factor
NUMERO DE FRUTOS
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 56,222 11 5,111 18,418 0,000
Intra-grupos 6,660 24 0,277
Total 62,882 35
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ANEXO 19

Prueba de homogeneidad de varianza y analisis de varianza del peso de
frutos de Lycopersicon esculentum Mill. inoculado con bacterias fijadoras de

nitrégeno seleccionadas

Prueba de homogeneidad de varianzas

PESO DE FRUTOS

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
11 24 0,058

1,197

Anova de un Factor

PESO DE FRUTOS

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 4,589 11 0,417 4,589 0,000
Intra-grupos 0,000 24 0,116
Total 4,589 35
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