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RESUMEN

La produccién agricola desde un enfoque que integra la vision ecoldgica, se propone como
objetivos principales, mejorar la calidad de los alimentos, aumentar la productividad de los cultivos
de manera sostenible y cuidadosa del medio ambiente. El objetivo del presente estudio fue evaluar
los efectos de la inoculacién de Micorrizas Arbusculares (MA), Glomus intraradices y una
Rizobacteria Promotora del Crecimiento Vegetal (RPCV), Pseudomonas flurescens en plantulas de
tomate, sobre el desarrollo de raices y brotes de los plantines y en el crecimiento de las plantas,
rendimiento y calidad de frutos del cultivo de tomate en invernadero, en las condiciones de trabajo

comunmente desarrolladas por los productores del Valle de Tulum, provincia de San Juan.

Para ello, se establecieron dos experimentos en invernaderos independientes, con cuatro
tratamientos (control, plantas inoculadas con G. intraradices, plantas inoculadas con P. fluorescens
y plantas coinoculadas con ambos microorganismos) y tres repeticiones por tratamiento. El sustrato
en el que crecieron las plantulas de tomate fue inoculado con MA mediante la aplicaciéon de un
granulado comercial (esporas de G. intraradices), y con las RPCV mediante la aspersion de una
suspension de formulado comercial, con una concentracién de 1x10° UFC cm™ de Pseudomonas
Sfluorescens. La etapa de vivero se desarrolld durante 70 dias, al finalizar se analizaron las variables
area foliar, peso seco de raices y de parte aérea de las plantulas, comprobando que las que fueron
inoculadas conjuntamente con G. intraradices y P. fluorescens tuvieron un mayor desarrollo radical
y aéreo. El cultivo comercial bajo cubierta se inicid con el trasplante de las plantulas ya inoculadas
y se evaluaron las variables: area foliar, peso seco de la parte aérea, densidad de raices,
concentracion de nitrogeno, fosforo y potasio en tejido foliar, racimos-planta™, frutos-planta”, peso
de frutos-planta’, didmetro ecuatorial y solidos solubles totales de los frutos. Los resultados
obtenidos no permitieron confirmar la existencia de diferencias significativas para ninguna de las

variables analizadas.

Se constatd colonizacion micorricica tanto en las plantas inoculadas como en el tratamiento
control, la misma oscild entre el 32 y 41 %, revelando la presencia de MA nativas. El recuento de
colonias del género Pseudomonas spp. en la rizosfera de las plantas fue similar entre todos los
tratamientos (en el orden 10e®-10¢’ UFC/g), incluso el control sin inocular. Sin embargo el analisis
molecular comparativo de las colonias obtenidas mostr6 que ninguna poseia un patrén genético

similar al de la cepa del indculo utilizado, manifestando la existencia de cepas indigenas.

Considerando los antecedentes en este tema y los resultados obtenidos aqui, se abren nuevas
lineas para profundizar la investigacion sobre métodos alternativos de inoculacion tanto de las MA

como de las rizobacterias, asi como ajustar diferentes momentos, dosis y técnicas de acuerdo con la



especie vegetal y la cultivar utilizada. Asimismo resulta de interés investigar la adaptacion y el
desarrollo en el medio cuando se trate de introducir cepas comerciales, como asi también trabajar en
la obtencion y multiplicacion tanto de MA como rizobacterias nativas de la zona, a partir de la

rizosfera de tomate como fuente de indculo, que pueden presentar un alto potencial de colonizacion.

PALABRAS CLAVES
Tomate en invernadero, desarrollo de plantulas, rendimiento, calidad de fruto, Glomus

intraradices, Pseudomonas fluorescens, co-inoculacion.

ABSTRACT

The agricultural production that integrates the ecological vision, proposes as main
objectives, improve food quality, and plant productivity, in a sustainable and careful way of the
environment. The aim of the present study was to evaluate the effects of inoculation of arbuscular
mycorrhiza (AM), Glomus intraradices and a plant growth promoting rhizobacteria (PGPR),
Pseudomonas flurescens in tomato seedlings, on root and bud seedling development and on plant
growth, yield and fruit quality of tomato under greenhouse, in the work’s conditions commonly

developed by producers in Tulum Valley, San Juan province.

For this, two experiments were established in different greenhouses, with four treatments
(control, plants inoculated with G. intraradices, plants inoculated with P. fluorescens and plants co-
inoculated with both microorganisms) and three replications per treatment. The substrate used to
grow tomato seedlings was inoculated with AM through the application of a commercial granulated
(spores of G. intraradices), and with the PGPR by spraying a suspension of commercial formulation
with a concentration 1x10° UFC cm® of Pseudomonas fluorescens. The nursery stage was
developed for 70 days, at the end variables leaf area, dry weight of roots and aerial part of the
seedlings were analysed, verifying that those that were inoculated together with G. intraradices and
P. fluorescens had a greater radical and aerial development. The commercial culture under cover
began with the transplanting of the inoculated seedlings and the evaluated variables were: leaf area,
plant dry weight, root density, concentration of nitrogen, phosphorus and potassium at foliar tissue,
bunches-plant™, fruits-plant™, fruits weight-plant™, fruit equatorial diameter and total soluble solids
of fruit. The results did not confirm the existence of significant differences for any of the variables

analysed.



Mycorrhizal colonization was observed both in the inoculated plants and in the control
treatment and, it varied between 32 and 41%, revealing the presence of native AM. The colony
count of Pseudomonas spp. in the rhizosphere of plants was similar among all treatments (in the
order 10e’-10e’ cfu/g), even in the non-inoculated control treatment. However, comparative
molecular analysis of the colonies showed that none had a genetic pattern similar to that of the

inoculated strain, demonstrating the existence of indigenous strains.

Considering the background on this issue and the results here obtained, new lines are
opened to deepen the research on alternative methods of inoculation of both AM and rhizobacteria,
as well as adjusting different moments, doses and techniques according to the plant species and the
cultivar used. It is also interesting to investigate the adaptation and development in the media when
it comes to introduce commercial strains, as well as work in obtaining and reproducing both, AM
and rhizobacterias natives of the area, from the rhizosphere of tomato as a source of inoculum,

which may have a high potential for colonization.

KEY WORDS
Greenhouse tomato, seedlings development, yield, fruit quality, Glomus intraradices,

Pseudomonas fluorescens, co-inoculation.



1. Introduccion

1.1. Planteo del problema y Justificacion del Proyecto

La produccion agricola desde un enfoque que integra la vision ecoldgica, se propone como
objetivos principales, mejorar la calidad de los alimentos, aumentar la productividad de los cultivos
de manera sostenible y cuidadosa del medio ambiente. Barea et al., (2005) plantean que para lograr
estos objetivos, es necesario realizar estudios bésicos y estratégicos que permitan mejorar la
comprension de las interacciones microbianas en la rizésfera, considerando a la agrobiotecnologia

como una herramienta para aplicar con éxito.

En muchos programas de investigacion que se llevan a cabo en todo el mundo se utilizan a
los hongos micorricicos para mejorar el rendimiento de las plantas tanto en la agricultura como en
la silvicultura. Ademas, se ha estudiado la interaccion de rizobacterias promotoras del crecimiento
de las plantas, y la interaccion hongos micorricicos arbusculares (HMA )-rizobacterias, con el fin de
incorporarlos en las practicas habituales de produccién. Tanto para micorrizas como para
rizobacterias, se han desarrollado algunas aplicaciones comerciales (Frey Klett et al, 2007).
Aunque dependiendo de la planta y del contexto agricola, todos ellos implican la inoculacion del
suelo o sustrato con esporas o micelio de los hongos y formulados con unidades formadoras de
colonias de rizobacterias, seleccionados por su eficiencia en la promocion del crecimiento de las

plantas (Smith y Read, 2008).

Este es el caso del HMA Glomus intraradices y de la rizobacteria del grupo Pseudomonas
fluorescens, que se encuentran actualmente disponibles como formulaciones comerciales en el
mercado en Argentina. Si bien estos microorganismos han sido ampliamente utilizados en cultivos
como maiz, trigo y arboles forestales (Azcon-Aguilar y Barea, 1996; Vestberg ef al., 2002), ain
falta informacion de su empleo en cultivos horticolas como el tomate. En particular, se desconocen
los efectos sobre el crecimiento y el rendimiento de plantas de tomate, en inoculaciones

individuales o combinadas.



Ademas de las interacciones entre los microorganismos y las raices de las plantas, y de los
diferentes microorganismos entre si en el desarrollo y establecimiento de estas interrelaciones, se
deben considerar también otros factores tales como, el tipo de suelo, la especie de la planta, su
estado nutricional, edad, estrés, enfermedad, e incluso otros factores ambientales, que afectan estas
interrelaciones entre las comunidades microbianas y las plantas (Yang y Crowley, 2000). En
general, la mayoria de los experimentos se llevan a cabo utilizando plantas cultivadas en macetas, y
si bien revelan la diversidad funcional de estos microorganismos, sus enfoques experimentales no
dejan de ser reduccionistas. Por lo que se necesita disefiar experimentos que contribuyan a mejorar

la comprension de las interacciones entre los microorganismos y las plantas (Smith y Read, 2008).

El presente estudio tiene como objetivo determinar los efectos de la inoculacion individual
y combinada del hongo micorricico Glomus intraradices y de la rizobacteria Pseudomonas
fluorescens en el crecimiento vegetal, el rendimiento y la calidad de frutos de plantas de tomate. En
la etapa de vivero, se medira el desarrollo radical y aéreo de las plantulas, en la etapa de cultivo en
invernadero se evaluard el crecimiento vegetal, rendimiento y calidad de frutos. Para ello, se
propone realizar los experimentos bajo las condiciones de trabajo en que cominmente desarrollan
sus cultivos los productores del Valle de Tulum de San Juan. La importancia de utilizar este sistema
de produccion representativo de la region, es que supera las limitaciones impuestas bajo
condiciones controladas. De esta manera permitirda comprobar el comportamiento de Glomus

intraradices y de Pseudomonas fluorescens en suelos con una historia agricola previa.

1.2. Objetivos

1.2.1. General

Estudiar los efectos de la inoculacion con microorganismos de habito radical sobre el cultivo de

tomate, en etapa de vivero y en cultivo comercial bajo invernadero.



1.2.2. Especificos

Evaluar los efectos de la inoculacion de hongos micorricicos (Glomus intraradices) en el
desarrollo radical y aéreo de plantulas de tomate.

Evaluar los efectos de la inoculacion de hongos micorricicos (Glomus intraradices) en
plantulas de tomate, sobre el crecimiento vegetal, rendimiento y calidad de frutos del
cultivo en condiciones de invernadero en la provincia de San Juan.

Evaluar los efectos de la inoculaciéon de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
(RPCV), Pseudomonas fluorescens, sobre el desarrollo radical y aéreo de plantulas de
tomate.

Evaluar los efectos de la inoculacion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
(RPCV), Pseudomonas fluorescens en plantulas de tomate, sobre el crecimiento vegetal,
rendimiento y calidad de frutos del cultivo en condiciones de invernadero en la provincia de
San Juan.

Evaluar los efectos de la co-inoculacion de Glomus intraradices y Pseudomonas

fluorescens sobre el desarrollo de las plantulas de tomate y su cultivo en invernadero.

1.2.3. Hipoétesis

La inoculacién con Glomus intraradices produce un incremento en el desarrollo radical y
aéreo de plantulas de tomate cv. Ichiban. .

La inoculacion de plantines de tomate cv Ichiban con Glomus intraradices produce un
incremento en el crecimiento y en el rendimiento de las plantas cultivadas en invernadero y
produce una mejora en la calidad de los frutos.

La inoculacion con Pseudomonas fluorescens produce un incremento en el desarrollo

radical y aéreo de plantulas de tomate cv. Ichiban.



e Lainoculacion de plantines de tomate cv Ichiban con Pseudomonas fluorescens produce un
incremento en el crecimiento y en el rendimiento de las plantas cultivadas en invernadero y
produce una mejora en la calidad de los frutos.

e La co-inoculacién con Glomus intraradices y Pseudomonas fluorescens produce un
incremento en el desarrollo radical y aéreo de plantulas de tomate cv. Ichiban, y en el
crecimiento, rendimiento y mejora en la calidad de los frutos de las plantas cultivadas en

invernadero.

2. Antecedentes

2.1. Cultivo de tomate en San Juan

El tomate es una de las especies horticolas mas importantes entre las cultivadas para
consumo en fresco. Su fruto es muy valorado tanto por su gran valor nutricional como asi también
por presentar sustancias antioxidantes como la vitamina E, provitamina A y vitamina C. Estas
pueden operar de forma conjunta con el licopeno y la quercetina, ampliando asi su propiedad anti-

cancerigena y antioxidante (Orna Chavez, 2009).

En Argentina el consumo anual de tomate es de 27 kg por habitante, creando un mercado de
1.134.000 Mg afio”. La tendencia marca una demanda creciente de este producto lo que impulsa
también el aumento de la superficie con cultivo, la incorporacion de tecnologia en busca de mejorar
los rendimientos y la calidad del mismo (Argerich et al., 2011). Su cultivo puede desarrollarse todo
el afio en nuestro pais, gracias a la gran diversidad de climas que encontramos en su vasto territorio,

y a la tecnologia de cultivo bajo cubierta (Corvo Dolcet, 2002, Bouzo et al., 2003).

La superficie con cultivos bajo cubierta en Argentina ha registrado un marcado avance en
los ultimos afios, segun los relevamientos realizados por Lopez Camelo en el afio 2012, y por
Lenscak en 2016. Estos autores registraron una superficie de 5.102 ha y 6.517 ha respectivamente,
lo que revela un incremento del 27,73 % en 4 afos. Estos cultivos se desarrollan en todas las

provincias del pais, aunque las principales zonas de produccion son: el norte del gran Buenos Aires



(La Plata, Florencio Varela y Berazategui) y sudeste de la provincia de Buenos Aires
(alrededores de la Ciudad de Mar del Plata) que abarcan 3.884 ha, la provincia de Corrientes que
concentra 1.360 ha y Salta y Jujuy que cubren 788 ha, mientras el resto del pais suma un total de
485 ha. De éstas, un 84 % se destina al cultivo de hortalizas, principalmente tomate y pimiento, y el

16 % restante a floricultura (Lenscak y Stavisky, 2016).

En la Provincia de San Juan, la construccion de los primeros invernaderos se registra en la
segunda mitad de los afios "90, lo que introdujo un importante cambio en la modalidad productiva
que tuvo como principales consecuencias la modificacion en la estacionalidad de la produccion y en
la tecnologia aplicada en el sector, representada principalmente por las innovaciones en materia de

plasticultura, fertirriego y nuevos cultivares (Benencia, 1994).

Esta nueva modalidad de cultivo trajo aparejado también un uso mas eficiente del agua y
los fertilizantes, como resultado de la adopcidn del riego por goteo y fertirriego. Asi mismo provoco
la adopcion masiva de practicas culturales como: inicio del cultivo por trasplante con plantines
producidos por viveros especializados, introduccion de nuevos materiales genéticos, mayor
densidad de plantacion, uso de mulching plastico, ampliacion de la fecha de cultivo, conduccion y
poda de las plantas y modificacién del ambiente en invernaderos (calefaccion, ventilacion, etc.).
Ademas se introdujeron innovaciones en la presentacion de los productos para su comercializacion

(Lozano Fernandez, 2012).



SUPERFICIE POR CULTIVOS
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Figura 1: Distribucion de cultivos horticolas y floricolas producidos en invernaderos en San Juan,

expresada como proporcion (%) de la superficie cubierta. (Rizzardi, 2010).

La superficie con cultivos bajo cubierta en la provincia de San Juan en el afio 2010
alcanzaba 25 ha, de las cuales 22,75 ha estaban ocupadas por invernaderos y 2,25 ha con
construcciones mas sencillas denominadas localmente “Telas”, con cobertura de malla media
sombra o antigranizo (Rizzardi, 2010). La superficie con cultivos protegidos se encuentra en
constante expansion, alcanzando 40 ha en el afio 2015 (datos propios). Los principales cultivos bajo
cubierta segun la superficie cultivada son, tomate con un 51 %, pimiento con 23 % y melon con el

11 % (Figura 1).

El principal destino de la produccion son los mercados concentradores de San Juan y
Mendoza, especialmente en lo que se refiere a tomate y pimiento, entrando a mercado durante la
segunda quincena de octubre hasta fin de diciembre para las primicias, y en junio para las

producciones tardias (Rizzardi, 2010).



2.1.1. Caracteristicas generales del cultivo de tomate producido en invernadero

en el Valle de Tulum

Por experiencia de la autora de esta tesis, se realiza la presente descripcion del manejo del
cultivo de tomate en invernadero en el Valle de Tulum. El cultivo se inicia por trasplante, con
plantines producidos en viveros especializados utilizando semillas de materiales genéticos
seleccionados por sus caracteristicas de alta productividad y tolerancia a diversos organismos
patogenos. La época de plantacion varia segun el objetivo de produccion, para lograr una cosecha
“primicia” el trasplante se realiza a partir de los primeros dias de julio con lo que se puede dar
inicio a la cosecha durante la segunda quincena de octubre. Este planteo técnico requiere contar con
calefaccion para el 6ptimo desarrollo de la planta cuando las temperaturas externas sean inferiores a
10-12 °C (Francescangeli y Mitidieri, 2006). Los productores de la zona suelen encender los
calefactores cuando las temperaturas externas bajan de 5°C. Otra practica generalizada en el Valle
de Tulum es el uso de tuneles de polietileno o de manta térmica dentro del invernadero, en las
primeras etapas del cultivo, como medida pasiva de aumento de la temperatura en el entorno

cercano a la planta (Pucheta et al., 2006).

La densidad de plantas en los cultivos de tomate bajo cubierta varia entre 30 mil a 47 mil
plantas por hectarea (Rizzardi, 2010). Para la nutricién del cultivo una practica comiin consiste en
utilizar guano de gallina incorporado al suelo antes del trasplante, también se pueden utilizar
productos de base organica como acidos humicos o fulvicos u otros productos comerciales
disponibles en el mercado. Es usual realizar un plan de fertilizacion ajustado a las distintas fases del
cultivo, con el objetivo de lograr un equilibrio entre el crecimiento vegetativo y reproductivo. Con
respecto a problemas patologicos del suelo, los productores en esta region no suelen implementar

practicas de esterilizacion de los mismos (Gabriel, 1997; Rizzardi, 2010).

Entre las principales plagas presentes se encuentran la polilla del tomate (Tuta absoluta)

que afecta foliolos y frutos disminuyendo tanto el rendimiento como la calidad de los mismos, y
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mosca blanca (Trialeurodes vaporiorum) cuyos estadios jovenes y adultos permanecen en colonias
debajo de las hojas donde succionan la savia, provocando la presencia de puntos cloréticos,
decaimiento de la planta, menor rendimiento y disminucién del valor comercial de los frutos. Esta
plaga también es vectora de algunos importantes virus (Francescangeli y Mitidieri, 2006). Los
nematodos de mayor importancia son Meloydogyne incognita y M. hapla, cuyo dano se puede

minimizar utilizando cultivares con resistencia genética (Rizzardi, 2010).

Las principales enfermedades que pueden afectar el cultivo en invernadero son tizon
temprano (Alternaria solani), hongos de suelo tales como Fusarium oxysporium f. sp. lycopersici,
Verticillium dahliae, Sclerotinia spp., peste negra causada por el virus TSWV (Tomato spotted wilt
virus), peca bacteriana (Pseudomonas syringae pv. tomato), y mancha bacteriana (Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria), que si bien no es una enfermedad que se manifiesta demasiado en el
cultivo, es importante en la produccion de plantines (etapa de vivero) (Francescangeli y Mitidieri,

2006; Gracia et al., 1999).

La maleza perenne que afecta al cultivo, de real importancia por su invasion y agresividad
es "Juncia’ (Cyperus rotundus L.) y su control debe realizarse antes del trasplante debido a que una
invasion significativa de ésta, representa un riesgo de pérdidas econdémicas importantes (Rizzardi,

2010; D’ Antoni et al., 2012).

La utilizacion de mulching es una herramienta adecuada para el control de malezas anuales
ya que el uso de herbicidas dentro del invernadero puede causar intoxicaciones al cultivo

(Francescangeli y Mitidieri, 2006).
2.2. Rizobacterias Promotoras del Crecimiento

De los microorganismos del suelo, las bacterias son los mas abundantes, formando
poblaciones de mas de 10° unidades formadoras de colonias (ufc) por gramo de suelo seco,

considerando que muchas de ellas presentan la caracteristica de producir estimulacion radical,
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reviste importancia el estudio de las relaciones que éstas establecen, especialmente con las plantas
cultivadas. A las bacterias de la rizosfera que colonizan las raices se les conoce como rizobacterias

(Rojas Contreras, 2010).

Las rizobacterias que tienen un efecto benéfico directo o indirecto sobre las plantas, se han
denominado bacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV), muchas veces mencionadas con
sus siglas en ingles PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacterias) (Koeppler ef al., 1989; Vessey,
2003). Las RPCV deben cumplir ciertas caracteristicas como ser capaces de colonizar la raiz,
sobrevivir y multiplicarse en la rizésfera, competir con la microbiota natural y ejercer su actividad

promotora del crecimiento (Koeppler et al., 1989)

En afos recientes, la utilizacion de RPCV en cultivos agronomicos ha causado cierta
controversia, ya que no se sabe hasta qué punto se puede considerar a una rizobacteria como
promotora del crecimiento vegetal, por lo que fueron propuestas cuatro caracteristicas que definen

este grupo (Jiménez et al., 2001):

- No requieren de la invasion interna de tejidos en plantas, es decir, no incluyen al amplio
grupo de micorrizas ni al de bacterias noduladoras.

- Deben tener una elevada densidad poblacional en la rizosfera después de su inoculacion, es
decir, deben competir en forma eficiente con los microorganismos nativos de suelo.

- Deben presentar capacidad de colonizacion efectiva en la superficie de la raiz, lo cual tiene
directa relacion con las condiciones de humedad y temperatura del suelo.

- No deben producir dafios en el hombre ni a otros microorganismos benéficos.

Dentro del grupo de las bacterias RPCV se encuentran especies pertenecientes a los géneros
Agrobacterium, Alcalingenes, Arthrobacter, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Hafnia,
Klebsiella, Serratia, Xanthomonas, Azotobacter, Azospirillum, Clostridium, Pseudomonas,

Acetobacter, Burkholderia y Bacillus (Diaz Vargas et al., 2001).
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En relacion al efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas, las RPCV pueden actuar de
manera directa o indirecta. Entre los mecanismos directos se mencionan la produccion de
fitohormonas, la inhibiciéon de sintesis de etileno y el aumento de la permeabilidad de la raiz
(Ramos, 1999). Como mecanismos indirectos la produccion de siderdforos, el control bioldgico por
antagonismo o competencia, la resistencia sistémica inducida (RSI) y la solubilizacion de fosfatos

inorgénicos, entre otros (Kloepper et al., 1991).

Algunas RPCV se han utilizado como biofertilizantes, los que se definen como una sustancia
que contiene microorganismos vivos, tal que luego de aplicados a la semilla, la superficie de la
planta o al suelo, colonizan la rizosfera y promueven el crecimiento vegetal porque incrementan la
disponibilidad y absorcion de nutrientes, como también la sanidad de la planta hospedera (Vessey,

2003).
2.2.1.- Pseudomonas fluorescens: generalidades y su papel en la rizésfera

El género Pseudomonas, corresponde a bacterias Gram negativas que pertenecen al dominio
Bacteria, Filum Proteobacteria, clase Gamma Proteobacteria, orden Pseudomonadales y familia

Pseudomonadaceae (Ncbi, 2014).

Pseudomonas fluorescens es de distribucion ubicua, habitante de la filosfera, puede
sobrevivir y multiplicarse en micro hébitats asociados a la rizosfera y el rizoplano, en su mayoria
formando biofilms. El biofilm consiste en agrupaciones de bacterias de igual o diferentes géneros,
recubiertas por exopolisacaridos, que les permite adherirse a la raiz o a las hifas de los hongos
formando agregados (Ordofiez Castafieda, 2009). Esta rizobacteria tiene un metabolismo muy
versatil, lo que le permite desarrollarse en la superficie de las raices utilizando sustratos producidos
por éstas, pero no establece una relacion simbiotica con la planta. Puede desarrollarse en un rango
de temperaturas muy amplio, de 5 a 42°C, aunque el 6ptimo se encuentra entre 25 y 30°C. Requiere

preferentemente medios neutros, su crecimiento se inhibe en medios acidos con pH inferior a 4,5.
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Posee flagelos polares, que le permiten realizar movimientos activos en liquidos. (Martin Amor,

2011).

Pseudomonas fluorescens fue una de las primeras especies en ser estudiada por su
capacidad promotora de crecimiento vegetal (Siddiqui et al., 2001). Uno de sus mecanismos de
accion directo es la liberacion de 4cido indol-acético (AIA), en la rizdsfera, ejerciendo un efecto
estimulador del crecimiento especialmente marcado cuando éstas estan en estado de plantula
(Lugtenberg y Kamilova, 2009). Estas sustancias reguladoras del crecimiento vegetal estimulan el
desarrollo del sistema radical y el crecimiento general de la planta huésped. Al mismo tiempo, el
consecuente incremento en la produccion de metabolitos vegetales, utilizados por las bacterias para
su propio crecimiento, pondria de manifiesto un beneficio reciproco en la relaciéon planta bacteria
(Patten y Glick, 2002, citado por Sanchez Lopez, 2011). Pseudomonas fluorescens, es capaz de
solubilizar foésforo inorgéanico (P), mediante la sintesis de acidos organicos como el citrico, butirico,
lactico, succinico, malico, gluconico, acético, fumarico y 2-cetoglucénico, entre otros, que en el
suelo logran la generacion de microambientes acidicos en los cuales la disponibilidad de P es mayor

(Rodriguez et al., 2000; Agaras et al., 2012).
2.3. Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA)

El término micorriza, que literalmente significa “hongo-raiz”, fue propuesto por Frank en
1885, para definir asociaciones simbidticas, mutualistas, no patogenas, entre raices de plantas y

micelios de hongos, en las que ambos resultan beneficiados. (Honrubia, 2009).

Numerosos estudios paleobotanicos, morfoanatomicos y filogenéticos basados en técnicas
moleculares evidencian que la coevolucién mantenida entre hongos micorricicos y raices de plantas
se remonta al Paleozoico, hace mas de 400 millones de afios, con el origen de las primeras plantas

terrestres. (Honrubia, 2009).
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SchiiBller ef al. (2001), como también Wang y Qiu (2006), confirman que mas del 80 %, de
las plantas son micorricicas, estando ademas presentes entre los grupos vegetales mas primitivos,

como hepdticas, pteridofitos y las gimnospermas mas antiguas.

Se reconocen distintos tipos de micorrizas (Honrubia et al., 2002; Barea y Honrubia, 2004;
Smith y Read, 2008), en funcidn de las especies fungicas y vegetales que establecen la asociacion y
en funcion de su estrategia nutricional, que posibilita una penetracion intracelular o no, por parte del
hongo dentro de las células corticales de la raiz del vegetal. Las asociaciones micorricicas pueden
ser clasificadas en siete tipos diferentes, por ejemplo ectomicorrizas, ectendomicorrizas que
incluyen arbutoides y monotropoides, y endomicorrizas que a su vez se subdividen en

arbusculares, ericoides y orquidoides (Hodge, 2000).

Esta diversidad de interacciones, revelan las profundas interrelaciones existentes en los
sistemas edaficos, el dinamismo y la capacidad adaptativa de plantas y hongos, la red nutricional
que constituyen los micelios de los hongos formadores de micorrizas (HFM), y puede considerarse
que son la base del funcionamiento de los ecosistemas (Honrubia et al., 2002; Pérez-Moreno y

Read, 2004).

Los HFM son miembros especializados entre la variada poblacion microbiana que coloniza
la rizésfera. Por su caracter heterotrofo, con pocas excepciones, son completamente dependientes
del carbono orgénico provisto por la planta, por lo que son simbiontes obligados (Smith y Read,
2008). El tipo mas comin y mas antiguo de asociacion es la micorriza arbuscular (MA). El
principal aporte del hongo en esta simbiosis, es contribuir con la planta en la absorcion de nutrientes
minerales, particularmente fosforo. La fase extra-radical de las MA comprende metros de hifas del
hongo que tienen un importante impacto en la estabilidad de los agregados del suelo. Ademas, los
hongos MA reciben de la planta el 100 % del carbono que necesitan, lo que aumenta el flujo de
carbono a las raices estimado en un 20 % de los fotosintatos de las plantas, lo que se traduce en una

gran cantidad de carbono en todo el mundo. Es asi que la simbiosis de las MA juega un
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significativo rol en el ciclo del carbono entre la atmdsfera y la biosfera (Harrison, 2005). Seglin
Hodge (2000) existe una capacidad selectiva por parte de las plantas con respecto a la MA segun el

mayor beneficio que le represente.

La colonizacion de los sistemas radicales por hongos micorricicos arbusculares (HMA),
le confiere beneficios directos a la planta huésped en su crecimiento y desarrollo mediante el
incremento de la absorcion de nutrientes y el aumento en la tolerancia a condiciones de estrés y ante

el ataque de patogenos que habitan en el suelo (Sharma et al., 2004).

Los HMA, producen esporas asexuales y micelio constituido por hifas cenociticas
distribuido en el suelo o dentro de las raices (Brundrett et al, 1996). Ademas de actuar como
vehiculos de dispersion del germoplasma, las esporas son propagulos iniciadores de nuevos
individuos cuando se separan del micelio que las origind o cuando la asociacion se vuelve no
funcional. Basadas en las caracteristicas morfologicas de los HMA, se han descrito
aproximadamente unas 200 especies. La identificacion de las especies de HMA se realiza en base a
las caracteristicas morfologicas de las esporas o mediante el uso de herramientas moleculares

(Becerra y Cabello, 2008).

Los HMA existen en el suelo como esporas, luego de su germinacion se forma un tubo
germinativo que crece a través del suelo en busqueda de una raiz hospedera. Una vez establecido el
contacto entre los simbiontes, el hongo forma apresorios sobre la superficie de la raiz que penetran
la misma. EI hongo crece en el espacio intercelular a lo largo de la pared celular, ocasionalmente
una hifa la atraviesa y puede formar un rulo (Harrison, 2005). Una vez dentro del espacio
intracelular, el hongo forma estructuras ampliamente ramificadas denominadas “arbusculos”, sitios
de intercambio de fosfatos entre ambos participantes de la simbiosis. Estas complejas estructuras se
forman dentro de las células de la planta pero se mantienen separadas de su citoplasma. El
intercambio de nutrientes entre los organismos, se produce a través de esta compleja interface

intracelular (SchiiBler et al., 2001). En algunos casos, dependiendo del hongo simbionte y de las
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condiciones del medio, también se forman “vesiculas” que contienen lipidos y se piensa que son
estructuras de almacenamiento de carbono (Hodges, 2000). Generalmente, la simbiosis MA se
desarrolla con mayor facilidad bajo condiciones de bajos niveles o escasez de fosforo (Harrison,

2005).

Ha sido ampliamente documentado que los HMA colonizan activamente diversos cultivos y
plantas ornamentales, entre los cultivos horticolas podemos mencionar berenjena, pepino, arveja y
tomate, en los que esta simbiosis produce un incremento en el crecimiento de las plantas y en los
rendimientos (Tahat er al., 2008; Omorusi y Ayanru, 2011). Ademas incrementan la biodiversidad
en la rizésfera (van der Heijden et al., 1998), contribuyen a reducir la incidencia de plagas como por
ejemplo nematodes y hongos patégenos (Azcon-Aguilar y Barea, 1996), y favorecen la adaptacion
de las plantas para crecer en ambientes contaminados (Hildebrandt, et al., 1999). Por lo tanto, los
HMA tienen una profunda influencia, directa o indirecta, en la vida sobre la tierra (Schiiler et al.,

2001).
2.4. Interaccion entre HMA y Rizobacterias en la rizésfera

Como ya mencionamos, la rizosfera es la principal interface para las interacciones planta-
microorganismos del suelo (Raaijmakers et al., 2009). En términos generales, hay tres componentes
reconocidos en la rizosfera, independientes y que a la vez interactian entre si. Se trata de la
rizésfera (suelo), el rizoplano y la raiz misma. La rizésfera es la zona del suelo influenciada por las
raices a través de la liberacion de sustratos que afectan la actividad microbiana. El rizoplano es la
superficie de la raiz, incluyendo las particulas del suelo firmemente adheridas a ella. La raiz en si
misma es una parte del sistema, ya que ciertos microorganismos endofitos, son capaces de colonizar
los tejidos de la raiz (Kennedy, 1998; Bowen y Rovira, 1999). La colonizaciéon microbiana de los
tejidos, ya sea rizoplano o raiz, se conoce como colonizacién de la raiz, mientras que la
colonizacion del volumen adyacente de suelo bajo la influencia de la raiz se conoce como

colonizacion de la rizosfera (Kloepper et al., 1991; Kloepper, 1994).
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El suelo es probablemente uno de los ecosistemas mas complejos debido al alto niimero y
diversidad de organismos que lo habitan, que crean densas e interconectadas redes de interacciones.
Sin embargo, los mecanismos y las consecuencias de estas interacciones son poco conocidas hasta
ahora, en particular en el caso de los hongos ectomicorrizicos. A pesar de ello, a través de los
multiples estudios realizados hasta la actualidad, se ha podido establecer que la simbiosis
micorricica no puede considerarse como una simple interaccidon bipartita entre los hongos

micorricicos y las raices (Deveau, 2007).

El establecimiento de la relacion simbiotica de los hongos micorricicos con las raices de las
plantas se ve afectada de diversas maneras por los otros microorganismos de la rizosfera,
especialmente por las bacterias. Las poblaciones microbianas en la rizésfera pueden interferir a
través de la competencia, o bien beneficiar el establecimiento de la simbiosis micorricica de manera
sinérgica (Gryndler, 2000). Un tipico efecto beneficioso es el ejercido por las bacterias facilitadoras
de la micorrizacion, conocidas por su nombre en inglés “Micorrhiza-Helper-Bacteria” (MHB),
término propuesto por Garbaye (1994) quien para su definicion sugiere que se trata de bacterias
asociadas a raices y hongos micorricicos que promueven selectivamente el establecimiento de la

simbiosis micorricica como tal.

Esto aplica tanto a ectomicorrizas (Garbaye, 1994; Founoune et al., 2002; Frey-Klett et al.,
2005) como a las asociaciones de micorrizas arbusculares (MA) (Azcon-Aguilar y Barea, 1995;
Gryndler, 2000; Barea et al., 2005; Johansson et al., 2004) si bien sélo unos pocos ejemplos de
MHB se han divulgado para este tipo de simbiosis (Toro et al., 1997; Singh y Kapoor 1998). Von
Alten et al., (1993) han estudiado el potencial de las MHBs en relacion con micorrizas arbusculares
en cultivos horticolas, pero los resultados mas avanzados obtenidos hasta el momento se refieren a
especies forestales, tales como el Abeto de Douglas, también conocido como Pino de Oregon y su

combinacion simbiotica con Laccaria laccata (Garbaye, 1994).
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Algunos microorganismos del suelo son conocidos por producir compuestos que aumentan
las tasas de exudacion de la raiz. Esto, a su vez estimula los micelios de las MA en la rizésfera o
facilita la penetracion de la raiz por el hongo. Las hormonas vegetales, producidas por el estimulo
de microorganismos del suelo, afectan el establecimiento de las MA (Azcon-Aguilar y Barea,
1996). Los microorganismos de la rizosfera también pueden influir en las etapas de desarrollo pre-
simbiotico, aumentando la tasa de germinacidn de esporas y el crecimiento micelial (Azcon-Aguilar

y Barea, 1995).

El concepto de MHB da una nueva dimension a la investigacion de las micorrizas mediante
la identificacion de una categoria de los microorganismos de la rizosfera que no pueden ser
ignorados en el estudio de la simbiosis micorricica en su ambiente natural. Las MHBs son
especialmente importantes en el estudio de la competitividad y dinamica de poblaciones de hongos

micorricicos (Garbaye, 1994).

Los principales mecanismos a través de los cuales las MHBs pueden favorecer el
establecimiento de la simbiosis micorricica, segin lo estudiado por Johansson y colaboradores
(2004) pueden resumirse en: 1) Efecto de MHBs en la receptividad de la raiz (la bacteria,
proliferando en la rizésfera previo a cualquier desarrollo del hongo simbidtico, mejora la
receptividad de la raiz a la formacion de micorrizas. Algunos microorganismos como por ejemplo
Pseudomonas sp., mediante la produccion de enzimas degradadoras de pared celular promovieron el
establecimiento de endomicorrizas arbusculares en raices de trébol); 2) efecto de las MHBs sobre el
reconocimiento hongos — raiz; 3) efecto de las MHBs sobre el crecimiento fingico (estimulacion
trofica), 4) modificacion de los suelos rizosféricos por MHBs; 5) efecto de MHBs sobre la

germinacion de los propagulos fingicos (Figura 2).
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Figura 2. Vista esquematica de las interacciones posibles entre los diferentes componentes de la

micorrizosfera. (Modificado de Johansson et al., 2004)

Las bacterias facilitadoras de la micorrizaciéon (MHB) son probablemente bastante comunes
en el suelo, ya que fueron encontradas cada vez que se buscaron, bajo condiciones de sitios muy
variables y en varias combinaciones de planta-hongo. Por otra parte, parecen estar estrechamente

asociadas con los hongos micorricicos en los 6rganos simbioticos (Garbaye, 1994).

El establecimiento de indculos de RPCV en la rizosfera, puede verse afectado por la
coinoculacion de hongos MA (Ravnskov ef al.,, 1999; Bianciotto y Bonfante, 2002). En particular,
la inoculacidn MA mejora el establecimiento de rizobacterias solubilizadoras de fosfato que actiian
como MHBEs, tanto inoculadas como indigenas (Toro et al., 1997; Barea et al., 2002). En el caso de

bacterias inoculadas, es importante tomar en cuenta una serie de otros factores que definen su
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"competencia rizosférica", tales como la capacidad de crecer en exudados de la raiz, la capacidad
para sintetizar aminoacidos, vitaminas y el antigeno O de los lipopolisacaridos, al adherirse
firmemente a la raiz, y motilidad, los mismos estan implicados en el establecimiento de

colonizacion efectiva y duradera por una bacteria introducida. (Lugtenberg y Dekkers, 1999)

Debe tomarse en consideracidon el hecho que las cepas de MHB son claramente selectivas
de las especies de hongos, por lo que puede utilizarse el término hongo-especificas. Trabajando con
endomicorrizas, Meyer y Linderman (1986) demostraron que una cepa rizosférica de Pseudomonas
putida mejor6 la infeccidn micorrizica y el crecimiento subterraneo del trébol. De Oliveira (1988)
trabajé con ectomicorrizas y encontré que varios aislamientos bacterianos de suelos del bosque
estimularon la formacion de micorrizas del hongo Hebeloma crustuliniforme con plantulas de Haya
obovata, bajo condiciones controladas. Estos experimentos demuestran que el efecto beneficioso de
la microflora del suelo, puede deberse a la presencia de cepas bacterianas especificas. El éxito
competitivo de las plantas y hongos depende en parte de MHBs, mecanismo adaptativo critico

considerando la especificidad de la relacion (Garbaye, 1994).

3. Materiales y Métodos

3.1. Material vegetal e inoculantes

El trabajo fue realizado utilizando semillas de tomate (Solanum_lycopersicum, L.) cv.
Ichiban (Florensa — De Routier). De acuerdo a la empresa semillera, esta cultivar se caracteriza por
tener un crecimiento indeterminado, y por su gran vigor y rusticidad. En condiciones normales de
crecimiento, el desarrollo de las plantas es de porte medio, caracterizdndose por sus tallos gruesos,
con entrenudos cortos, y su alta productividad. Los frutos son redondos de gran calibre, presentando

una excelente firmeza. (Anexo 1).

Los microorganismos utilizados para la inoculacion fueron un hongo micorricico (Glomus

intraradices) y una especie de rizobacteria Gram-negativa (Pseudomonas fluorescens).
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Como medio de inoculo de Glomus intraradices se utilizd un formulado comercial en
microgranulos (Aegis Granulo®), conteniendo 100 propagulos por gramo, con un pH estabilizado
entre 6,5y 7,5 y un peso especifico de 0,65 kg litro™. Con el objetivo de confirmar la presencia de
hongo, previo al inicio de los experimentos se analiz6 una muestra del granulado utilizado como
indculo, en el laboratorio del Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal (IMBIV), en la
Universidad Nacional de Cordoba. Mediante la observacion del preparado de indculo bajo
microscopio Optico (Nikon, E200) con aumentos de 400X y 1000X, se detectaron fragmentos
radicales de 1 a 5 mm de largo que contenian de 30 a 100 esporas cada uno, lo que permitid
corroborar los datos aportados por el fabricante (Figura 3). Ademas, se confirmo6 que las esporas
observadas correspondian a las establecidas para G. intraradices, corroborandose su viabilidad al

observar presencia de lipidos liberados al aplastar las mismas.

Figura 3: Observacion microscopica en donde se aprecia una densidad de entre 30 a 100

esporas de G. intraradices obtenidas a partir de fragmentos radicales de 1 a 5 mm de longitud.

La fuente de indculo de Pseudomonas fluorescens fue el producto comercial de marca

RIZOFOS®, compuesto por un inoculante liquido Rizofds, y un liquido protector y solucion
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nutritiva especifica para las bacterias, denominado Premax R, ambos provistos por el laboratorio

Rizobacter Argentina S.A.

3.2. Métodos de inoculacion

Las plantas de tomate se inocularon con Glomus intraradices y Pseudomonas fluorescens
segun lo correspondiente a cada tratamiento. Los indculos se aplicaron directamente sobre el
sustrato en el que se cultivaron las plantas, en el momento de su preparacion para la siembra,
inmediatamente previo a ésta. La unidad experimental correspondié a una bandeja de poliestireno
expandido, de 126 alvéolos o celdas, en las que posteriormente crecieron individualmente las

plantulas.

Para la inoculacion con Glomus intraradices, se aplico el producto comercial Aegis
Granulo en una dosis equivalente de 1 cm® por planta, segin lo indicado por el fabricante. La
metodologia utilizada consistid en esparcir sobre un pliego de polietileno el volumen de sustrato
necesario por unidad experimental, y sobre el mismo se espolvorearon 126 cm’ del formulado
granulado, luego se mezcld a mano hasta lograr una mezcla homogénea (Figura 4). Cada bandeja,
se lleno6 con la mezcla de sustrato y formulado granulado descripta, para el tratamiento_con Glomus

intraradices (Mico).

Figura 4: Inoculacion de G. intraradices con el empleo del producto comercial Aegis
Gréanulo® a una dosis equivalente a 1 cm® por planta, mediante mezcla manual del

sustrato y el producto sobre un polietileno, previo al llenado de las bandejas de germinacion’.
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El inoculante Rizof6s, se prepard segun las indicaciones del fabricante, mezclando 20 % de
solucion Premax y 80 % de suspension con P. fluorescens, de esta manera se obtuvo una
concentracion del indculo de 1x10° UFC em™ (Abraham, 2012. Comunic. Pers). Esta suspension se
diluyé en agua a razon de 36 cm’ en 464 cm’ de agua potable, con el volumen de 500 cm’
resultante, se regd el sustrato correspondiente a cada unidad experimental del tratamiento con
Pseudomonas fluorescens (Pf), agregandose de esta manera 3,97 cm’ de suspension inoculante por

planta (Figura 5).

Figura 5: Inoculacion de P. fluorescens mediante el empleo del producto comercial Rizofos ®

con una concentracion de 1x10° UFC ecm™, utilizando 3,97 cm® de solucion inoculante por planta.

Para el tratamiento inoculado con ambos microorganismos (Mico + Pf), se utiliz6 la mezcla
de sustrato con Aegis granulo a la dosis ya mencionada y se reg6 cada bandeja con la suspension de
Rizof6s, como se describidé mas arriba, luego se procedio a la siembra.

3.3. Conduccidn de los experimentos

Los experimentos se realizaron en dos etapas, en concordancia con la forma en que se

realiza normalmente el cultivo comercial de tomate bajo cubierta:
1) De vivero (desarrollo y produccion de plantulas de tomate),

2) De invernadero (trasplante y cultivo de tomate bajo cubierta).
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3.3.1. Etapa de Experimento en Vivero

La etapa de produccion de las plantulas de tomate se condujo en un vivero comercial en la

localidad de Pocito, San Juan, Argentina (31° 41" 21,79” S—68° 32" 57,90 O).

Las semillas de tomate (Solanum Ilycopersicum, L.) cv. Ichiban originalmente ya tratadas
superficialmente con Tiram, se sembraron en bandejas de poliestireno expandido con alvéolos con
forma de piramide invertida y una capacidad de 32 cm®. Como sustrato se utilizo una mezcla de
turba Spaghnum rubia y perlita en una proporcion 80:20 (v:v). El pH del sustrato fue modificado
hasta alcanzar un valor medio de 6 a través del agregado de cal dolomita [CaMg(CO5),], a razon de

3 kg por m’ de sustrato.

Las bandejas se rellenaron con sustrato y se regaron por aspersion, con agua o con solucion
de inoculacion, segiin correspondio a cada tratamiento. Se sembraron manualmente, y se cubrieron
con una fina capa de perlita que fue aplicada con maquina sembradora neumatica (Urbinati, modelo

Eco, 1997).

Luego de sembradas, las bandejas se introdujeron en una camara de germinacion cuya
temperatura se mantuvo en un rango de 18 °C a 25 °C y la humedad relativa entre el 80 y 90 %
durante 72 horas. Luego de este periodo, y coincidiendo con una germinacion del 75 %, las
plantulas se trasladaron a un invernaculo para su desarrollo inicial y hasta completar la etapa de su

crecimiento previo al trasplante.

Durante la etapa de vivero, las plantas fueron regadas por aspersion utilizando una lamina
media de 0,63 mm dia™, la que contenia una solucion de fertilizantes para complementar en cada
bandeja la nutricion de las plantas con nitrogeno, fosforo, potasio y calcio (Tabla 1). El manejo
sanitario consistio en aplicaciones periodicas de insecticidas, no siendo necesario el uso de

productos fungicidas y bactericidas.
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Tabla 1. Cantidad de unidades fertilizantes de nitrégeno, fésforo, potasio y calcio aportadas en cada bandeja

durante la fase de las plantas en vivero.

Nutriente g por Bandeja
N 1,54
P205 1,74
K20 1,36
CaO 0,19

Durante el periodo de vivero, se procedid a medir la temperatura del aire mediante
termometros de mercurio con registro de maxima y minima, distribuidos en los invernaderos. En
todo este tiempo los valores de temperatura dentro del inverndculo oscilaron entre minimos y

maximos absolutos de 1°C y 40,46°C, respectivamente (Anexo 2).

La etapa de produccion de plantines en vivero se desarroll6 durante 70 dias y comprendio

los meses de mayo a julio de 2012.

3.3.1.1. Tratamientos y Diseiio experimental

El experimento consistio en la realizacion de 4 tratamientos con 3 repeticiones por cada
uno: I) sustrato no inoculado (Test); II) inoculado con Glomus intraradices (Mico); I1I) inoculado
con Pseudomonas fluorescens (Pf); IV) inoculado con G. intraradices + P. fluorescens (Mico+Pf).
La unidad experimental correspondié a una bandeja de poliestireno expandido con 126 plantulas
cada una, a las cuales fueron asignados los tratamientos al azar. El disefio experimental se dispuso

con una distribucion al azar (Figura 6). Se utilizaron en total 12 bandejas en todo el experimento.
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Figura 6: Aspecto que presentaron las plantulas de tomate a los 69 dias posterior a la siembra,

y disposicion al azar de las bandejas.

3.3.1.2. Variables medidas

Con el objetivo de evaluar los efectos de los tratamientos durante la etapa de vivero sobre el
desarrollo de las plantulas de tomate, se procedid a cuantificar el desarrollo radical y aéreo de las
mismas a través de las mediciones del area foliar (Figura 7), peso seco de raices y parte aérea de las
mismas. Estas mediciones fueron realizadas a los 69 dias de la siembra, cuando las plantulas
alcanzaron el tamafio adecuado para su trasplante, teniendo en ese momento 4 hojas verdaderas,

indicando la finalizacion de la etapa de vivero.

Para la medicion del area foliar se considero la alometria existente entre el largo y ancho de

cada hoja con su superficie, utilizando la siguiente ecuacion

AF=0,3 * (A*L)-1,71,

donde A correspondio al ancho y L al largo del foliolo respectivamente, segin el método propuesto

por Astegiano et al., (2001). Se midieron 20 plantulas por cada bandeja al azar.
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Figura 7: Procedimiento de estimacion del area foliar de las plantas mediante la medicion
individual con calibre manual, de la longitud y ancho de cada hoja y posterior computo en

el ordenador.

Para la determinacion del peso seco de las raices y la parte aérea, se extrajeron al azar 20
plantulas de cada bandeja. Cada planta se lavo con agua corriente suavemente a fin de separar el
sustrato de las raices sin provocar pérdida de las mismas. Posteriormente, cada uno de estos grupos
de 20 plantas se coloco en sobres individuales de papel madera que se secaron en estufa marca
Sanjor Serie SLDB, a una temperatura media de 70 °C hasta obtener peso constante (a las 72 hs).
Una vez secas las plantas, se separ6 la parte aérea de las raices cortando con tijera en la base de
cada planta. Se determiné peso seco de las raices (PR) y peso seco de la parte aérea (PA) utilizando
una balanza de precision marca Marte, modelo AS-F1. Posteriormente, los datos obtenidos de peso
seco fueron ingresados en una planilla electronica, procediéndose a calcular la relacion entre el peso

de masa seca de la parte aérea y la parte radical.

Los datos fueron analizados mediante un analisis de varianza con un nivel de significancia
del 5 %, habiéndose comprobado el cumplimiento de los supuestos de la prueba. Se utilizé el

programa estadistico para Windows /nfostat, Version 2008 (Di Rienzo ef al., 2008).
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3.3.2. Experimentos en invernaderos

3.3.2.1. Localizacion de los invernaderos y técnicas agrondmicas utilizadas

Esta etapa se llevo a cabo mediante dos experimentos simultaneos realizados en diferentes
invernaderos durante la misma temporada, en la localidad de Pocito, provincia de San Juan. Los
experimentos se desarrollaron en invernaderos de productores de la principal zona horticola de San
Juan, respetando las practicas normales de manejo del suelo y del cultivo, con la intencion de probar
en condiciones reales de trabajo, la efectividad de los microorganismos en estudio, sin crear
situaciones experimentales ajenas a los ambientes productivos descritos. Uno de los experimentos
(experimento 1) se realizé en un invernadero localizado en las coordenadas geograficas 31° 41’
53”S 68° 34’ 25”0 (Figura 8); el otro experimento (experimento 2) en un invernadero situado en

las coordenadas 31° 39’ 08”S, 68° 35* 22”0 (Figura 9).

Figura 8: Ubicacion del Invernadero en que se realizé el experimento 1 (destacado en rojo), situado sobre
Mendoza entre calles 14 y 15, departamento Pocito, distante a 3,5 km. hacia el sur de Villa Aberastain,

cabecera del departamento. Invernadero metalico con techo parabolico. Fuente: Google Earth (2014)
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Figura 9: Ubicacion del Invernadero en que se realizo el experimento 2 (destacado en rojo), situado sobre
Vidart y calle 11, departamento Pocito, distante a 1 km. hacia el oeste de Villa Aberastain, cabecera del

departamento. Invernadero de madera con techo a dos aguas. Fuente: Google Earth (2014)

Los invernaderos utilizados fueron uno del tipo parabdlico, el otro del tipo capilla, ambos
cubiertos con polietileno de 150 micrones de espesor. El invernadero en que se realizd el
experimento 1 se caracterizo por tener su eje longitudinal orientado de sur a norte, en tanto que el
invernadero en que se desarrolld el experimento 2 tenia su orientacion este a oeste. En los dos
experimentos el cultivo se realizé en suelo, correspondiente al denominado complejo El Salado,
compuesto por Entisoles, suborden Fluventes, gran grupo y subgrupo Torrifluventes tipico, de la
familia franco fina y franco gruesa sobre esquelético arenoso, seglin la clasificacion taxondmica
realizada por Liotta (2002). En las tablas 2 y 3 se detalla la caracterizacion fisico-quimica del suelo
(Ce- pH- N — K — Na — Ca — Mg — Ras y textura) de cada invernadero. En los dos invernaderos el
cultivo antecesor fue tomate, sin embargo y aun tratandose de un mismo suelo, los dos ambientes
fueron considerados diferentes en funcion del manejo del suelo y abonado que se utilizdo en

anteriores cultivos.
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Tabla 2. Caracterizacion fisico quimica del horizonte superficial de suelo utilizado para ensayo en
experimento 1. Muestra compuesta (0-0.30mts). CEe-pH-RAS: en extracto de saturacion. Foésforo (P): Olsen.

K20: NH4Ac (N, Ph7). Fuente: LAQUI. Laboratorio Quimico Integral.

Muestra CEe pH Cationes (mg/l)
(NO) R.A.S-
(pasta)
(nS.cm-1) Mg+2 Na+ Ca+2
0623411 1.623 7,62 2,3 18 145 260
Muestra  Nitrogeno total, Fosforo Potasio
(N°) N (mg/kg) asimilable, intercambiable Textura
&hE P(mg/ke) K,O(mg/ke)
Franco a Franco
0623411 963 73 684
Limoso

Tabla 3. Caracterizacion fisico quimica del horizonte superficial de suelo utilizado para ensayo en
experimento 2. Muestra compuesta (0-0.30mts). CEe-pH-RAS: en extracto de saturacion. Fosforo (P): Olsen.

K20: NH4Ac (N, Ph7). Fuente: LAQUI. Laboratorio Quimico Integral.

Muestra (N°) CEe pH RALS. Cationes (mg/l)
(uS.cm-1)  (pasta) mg* Na* ca”?
0723421 6.230 7,22 4,1 121 600 1383
Muestra Nitrogeno total, Fosforo asimilable, Potasio Textura
(N°) N (mg/kg) P(mg/kg) intercambiable
K,O(mg/kg)
0723421 1.011 38 588 Franco

El cultivo se inicid por trasplante utilizandose las plantas producidas en vivero, segun se
describié anteriormente, las que ya se encontraban inoculadas de acuerdo a los tratamientos
realizados. El trasplante se realizo el 23 y el 25 de julio en el experimento 1 y 2 respectivamente,
sobre el suelo sin esterilizar, bajo la premisa de respetar las condiciones de trabajo cominmente

desarrolladas por los productores del Valle de Tulum de San Juan, en el cultivo de tomate bajo
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cubierta. Las plantas se dispusieron en camas de cultivo cubiertas con mulching negro, distantes
1,40 m entre si, con un marco de plantacion de lineas apareadas a 0,40 m y una separacion de 0,30
m entre plantas en la linea, representando una densidad de 4,76 plantas m™ (Figura 10-a). Se siguid
un plan de fertilizacion y un plan de tratamientos fitosanitarios que se presentan en los anexos 3 y 4,

respectivamente.

Figura 10: a- Aspecto que presentaban las plantas de tomate luego del trasplante con una edad de
70 dias, en la imagen se observan los tineles de manta térmica que se usaron en los primeros 20
dias post-trasplante.

b- Aspecto que presentaban las plantas en el experimento 30 dias después del trasplante, donde

puede apreciarse el tutorado con cinta plastica.

En ambos experimentos el cultivo se condujo a un solo eje, para ello se fueron eliminando
los brotes axilares durante el crecimiento de la planta, con una frecuencia de 2 veces por semana.
Este eje o tallo principal se fue guiando con una cinta plastica atada a un alambre a 2 metros de
altura a modo de tutor (Figura 10-b). Cuando las plantas alcanzaron dicha altura, lo que ocurrid
entre los 70 y 75 dias desde el trasplante, se procedio a realizar un “pinzamiento” de la yema apical,

con el objetivo de favorecer el mejor cuajado y llenado de los frutos del ultimo racimo.

La cosecha se inici6 los dias 26 y 27 de octubre del 2012 en el experimento 2 y 1
respectivamente, cuando los frutos empezaron a alcanzar la madurez, y se prolongé por 45 dias. Se

consider6 como punto de madurez el establecido en la tabla de clasificacion por color para tomates
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frescos, del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (usda-tomato-ripeness-color-chart),
como grado 3 “rosado”, entre el 30 y 60 % de la superficie del fruto muestra una coloracion rosada
o roja (United Fresh Fruit and Vegetable Assosiation & USDA, 2011). La recoleccion de los frutos
se efectud cada dos dias de forma manual (Figura 11), a cada dia de recoleccion se lo denomina

popularmente “pasada”.

Figura 11: Estado de los frutos al momento de cosecha. La cosecha se realizé cortando
solo aquellos frutos del racimo que alcanzaban el estado “rosado”, dejando los que todavia

no alcanzaban el color indicado para ser recolectados en la siguiente “pasada”.

3.3.2.2. Tratamientos y Diseio experimental

Los tratamientos correspondieron a los realizados en la fase de vivero. Cada unidad
experimental estuvo constituida por 9 plantas, con una superficie de 1,89 m” (Figura 12). El disefio
experimental correspondid a bloques al azar con tres repeticiones por tratamiento lo que determind

un total de 12 unidades experimentales en cada experimento.
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Figura 12: Cada unidad experimental estuvo constituida por 9 plantas (1,89 m?), cada
tratamiento estuvo debidamente identificado. Se aprecia ademas la presencia de una cama
de cultivo lateral como bordura, sobre la que no se realizaron mediciones.
3.3.2.3. Evaluacidn del crecimiento vegetativo
Durante el desarrollo del cultivo se midieron las variables:
i) 4rea foliar total por planta (AF) expresada en cm?,
ii) peso de masa seca final de la parte aérea de cada planta (PMS) en g,

iii) densidad de raices de cada planta (DR) expresada en cm cm™

iv) Concentracion de nitrogeno, fosforo y potasio en tejido foliar (NTF, PTF y KTF), expresado en

porcentaje de masa seca (% MS).

i) Area foliar. El area foliar se estimo utilizando el método alométrico indirecto propuesto por
Astegiano et al., (2001). Las mediciones se iniciaron a los 30 dias desde el trasplante, la que fue
continuada durante 2 meses repitiéndolas con una frecuencia de 15 dias, hasta que la ultima hoja en
emerger luego del pinzamiento apical completd su maxima expansion. De esta manera, fueron
realizadas 5 mediciones sobre dos plantas por repeticion y seleccionadas al azar. En cada

oportunidad se midieron el largo y el ancho de la totalidad de las hojas de las plantas de tomate,
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tomando como el largo méaximo la distancia desde la base del peciolo hasta el extremo del foliolo
central (L) (Figura 13) y como ancho méximo la distancia dada entre los extremos laterales de los
foliolos (A). Con los datos obtenidos se calcul6 el area foliar a partir de la siguiente formula de
regresion lineal, resultante de la propuesta por Astegiano et al., (2001), corregida y ajustada para la

cultivar Ichiban:

AF = 0,222 x (L x A) + 7,952

o e

Figura 13: Medicion del largo de la hoja, desde la base del peciolo hasta el

extremo del foliolo central.

Para realizar dicha correccion fueron elegidas al azar 29 hojas de diversas plantas, las que
fueron cortadas y tomadas de plantas de la misma cultivar, pero no pertenecientes al experimento.
El area foliar de esas hojas se midi6 con un escaner CI-203 Handheld Laser Leaf Area Meter CID
Bio-Science, Inc. (Vancouver Washington State). Mediante un ajuste lineal se obtuvo una recta de
regresion entre el producto del largo (L) por la anchura maxima de cada hoja (A) y el area foliar
(AF), que establece la relacion alométrica. Esta formula de regresion permitio luego calcular el area
foliar estimada especifica para la cultivar Ichiban (Anexo 5). Luego se calcul6 el AF promedio para
cada tratamiento en cada fecha de medicion, expresada en cm”. Con estos valores se construyeron

curvas de area foliar de cada uno de los tratamientos.
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Para el estudio estadistico de esta variable, se realiz6 un analisis multivariado de medidas
repetidas en el tiempo con un nivel de significancia del 5 %, habiéndose comprobado el
cumplimiento de los supuestos de la prueba. Este andlisis permiti6 modelar las correlaciones
existentes entre las observaciones seriales, poniendo a prueba las siguientes hipdtesis: 1) no hay
interaccion entre tiempo y tratamiento, 2) no hay efecto tratamiento y 3) no hay efecto tiempo. Se

utilizo el programa para Windows Infostat, Version 2008 (Di Rienzo et al., 2008).

ii) Peso de masa seca de la parte aérea. Una vez finalizada la totalidad de la cosecha de los frutos
al estado de madurez indicado anteriormente, se procedid a extraer una planta por repeticion,
separando el tallo, las hojas y los frutos remanentes inmaduros. El tallo y las hojas se introdujeron
en una estufa San Jor modelo H701P (Buenos Aires, Argentina) a 70 °C para su secado hasta peso
constante (7 dias). Para la determinacion de los frutos, fueron conformadas muestras de 2 frutos por
planta tomados al azar, los que fueron pesados en fresco, y luego secados a 70 °C en estufa durante
10 dias. La relacion entre el valor obtenido de peso de masa seca y fresca inicial permitid
determinar el porcentual de materia seca de los mismos. Este procedimiento se realizo para luego
poder estimar el peso de materia seca del total de los frutos por planta, a partir del valor de peso
fresco de los mismos. Las plantas y frutos se pesaron utilizando una balanza marca Mettler, modelo
P1200 10 mg (Zurich). Para obtener el peso de masa seca final de la parte aérea por planta se sumo

el peso seco del tallo, las hojas y los frutos.

iii) Densidad de raices. La densidad de raices se estimo en una planta por unidad experimental al
final del cultivo a través de la metodologia adaptada por Bohm (1979). Para ello se realiz6 una
excavacion al costado de la planta hasta los 0,60 m de profundidad, en el sentido de las lineas de
plantacion. Se alisé bien el corte con una espatula y sobre éste se apoyo6 una cuadricula de metal con

cuadrados de 5 cm de lado (Figura 14).
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Figura 14: Excavacion lateral en cada planta y colocacion de una malla metalica de
cuadricula con dimensiones de 5 cm de lado utilizada para efectuar el conteo de raices

segun el método propuesto por B6hm (1979).

Sobre esta malla metalica se procedio a contar las raices en un cuadrado correspondiente a
cada una de las profundidades de 5, 10, 20 y 40 cm. En cada cuadrado fue removido 1 cm de suelo,
logrando que quedaran expuestas las raices que habian penetrando este espesor de suelo retirado del
perfil y de cada cuadrilatero (Figura 15). La densidad radical (cm cm™) se estimo aplicando la

ecuacion (Bohm, 1979):
DR =(LxN) /(A xp),

donde L era la longitud de la raiz y N el numero de raices (raices transversales al plano de corte).
Cuando las raices se encontraban paralelas al plano de corte, se consider6 independientemente de su
extension como equivalente a 1 cm de raiz. A representa el drea observada en la cuadricula y p la

profundidad de penetracion dentro del perfil (1 cm).
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Figura 15: Exposicion de las raices luego de removido 1 cm de espesor de suelo, lo que

permitid su conteo dentro de los cuadrados de la malla, a las profundidades establecidas.

iv) Concentracion de nutrientes en tejido foliar. Para determinar la concentracion de nitrogeno,
fosforo y potasio en tejido foliar se utilizaron las hojas de las plantas secas en estufa. Estas fueron
trituradas hasta obtener un polvo, utilizando una moledora eléctrica. Este material se procesd en
laboratorio quimico de la Estacion Experimental del INTA San Juan. Para la medicion de la
concentracion de nitrogeno (N) se utilizd el método Kjeldahl modificado, la concentracion de
fosforo (P) se determind en extracto clorhidrico de cenizas y colorimetria del Molibdato de
Amonio, y la de potasio (K) se determind por Absorcion Atémica en extracto clorhidrico de cenizas

(AOAC, 1990). Todas las concentraciones fueron expresadas en porcentaje de materia seca.

Las variables peso de masa seca final de la parte aérea, densidad de raices y concentracion
de N, P y K en tejido foliar, fueron analizadas mediante andlisis de varianza utilizando un nivel de
significancia del 5 %, una vez que fue comprobado para cada caso el cumplimiento de los supuestos
de normalidad y de homogeneidad de medias. Para el analisis estadistico se utilizo el programa para

Windows Infostat, Version 2008 (Di Rienzo et al., 2008).
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3.3.2.4. Evaluacion de componentes del rendimiento
Los componentes de rendimiento se analizaron considerando las siguientes relaciones:
i) racimos planta™,
ii) frutos planta™,

iii) peso de frutos planta™ en g.

Durante el periodo de cosecha se registré el nimero de racimos presentes en cada planta,
también se midio el nimero de frutos cosechados de cada planta y el peso de los mismos, utilizando
4 plantas por repeticion. Los frutos se pesaron utilizando una balanza electronica marca Systel
modelo Clipse BE 80-1998, capacidad de 0,1 kg a 15,0 kg. (Figura 16). Para cada una de estas
variables se obtuvo el promedio de los valores medidos en las 4 plantas por parcela, luego de
comprobado el cumplimiento de los supuestos, se analizaron los datos mediante un ANOVA para el

que se uso el programa para Windows Infostat, Version 2008 (Di Rienzo et al., 2008).

Figura 16: Los frutos se pesaron utilizando una balanza electronica marca Systel

modelo Clipse BE 80-1998, capacidad de 0,1 kg a 15,0 kg.
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3.3.2.5. Evaluacion de calidad de frutos

La calidad de frutos se evaluo a través de la determinacion de:

1) la concentracion de solidos solubles totales (SST), ( °Brix), y;

ii) el diametro ecuatorial de frutos (cm).

i) La concentracion de SST se midio con un refractometro manual marca Master (Atago Co.,
LTD) con escala de 0 a 32°Brix, sobre los frutos cosechados de cada racimo de las 4 plantas
tomadas como muestras. Los frutos tenian un grado de madurez 3 “rosado”, seglin lo establecido en
la tabla de clasificacién por color para tomates frescos, del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (usda-tomato-ripeness-color-chart) (United Fresh Fruit and Vegetable Assosiation

& USDA, 2011).

ii) El didametro de los frutos de cada racimo result6 de realizar un promedio de dos mediciones
tomadas perpendiculares entre si en la region ecuatorial de cada fruto con un calibre manual marca

Vernier Caliper 0 - 200 x 0.02 mm/ 1/1000 in.

El analisis de los valores medios de cada variable se realizd mediante un ANOVA con un nivel de
significancia del 5%, previa comprobacion del cumplimiento de los supuestos de la prueba,

utilizandose el programa estadistico para Windows Infostat, Version 2008 (Di Rienzo et al., 2008).

3.3.2.6. Determinacion de la colonizacidn bacteriana y de la micorrizacion

Con el objeto de determinar la presencia y tamafio poblacional de los microorganismos
inoculados (Pseudomonas fluorescens y Glomus intraradices), una vez finalizado el cultivo en
invernadero se extrajeron muestras de suelo rizosférico (material bioldgico recuperado a través de
lavados manuales de las raices para remover el suelo levemente adherido) de 3 plantas por parcela
al azar. Ademas se extrajo una muestra de suelo sin cultivo, del borde de cada uno de los
invernaderos, hasta una profundidad de 30 cm, para poder determinar la posible presencia de

esporas de hongos micorricicos nativos ya que el mismo no habia sido esterilizado, respetando la
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modalidad de trabajo de los productores del Valle de Tulum, como se mencion6 en la justificacion

del proyecto.

Para la determinacion de Pseudomonas fluorescens, las muestras de suelo rizosférico
conteniendo bacterias tanto de las particulas adheridas a las raices como de las micro colonias
presentes en la superficie de las raices, fueron analizadas en el Laboratorio de Bioquimica,
Microbiologia e Interacciones Bioldgicas en el Suelo, Departamento de Ciencia y Tecnologia de

Universidad Nacional de Quilmes.

Aproximadamente 2 g de raices y suelo rizosférico fueron suspendidos en 20 mL de
solucion salina (NaCl 0.9% p:v), agitado vigorosamente durante 15 minutos sobre una plataforma
rotativa a 250 rpm para facilitar el desprendimiento de las células bacterianas adheridas a la
superficie radical y tratado posteriormente con ultrasonido durante 1 minuto. Seguidamente, los
tubos con muestras de raices fueron centrifugados a 50xg a temperatura ambiente durante 1 minuto,
recuperandose luego el sobrenadante en un nuevo tubo limpio de 50 mL. Para el recuento de
colonias se sembraron diluciones seriadas de la suspension de rizofera en placas Gould’s Sl,
realizando tres repeticiones. Para el recuento del total de bacterias heterotrofas mesofilicas, se
sembraron sobre un medio de 10 % TSA (Agar triptona de soja, Biokar). Ambos medios fueron
suplementados con cicloheximida (100 ug/mL™") para inhibir el crecimiento de hongos y levaduras.

El recuento de colonias se realizo después de 48 h de incubacion a 28°C (Agaras, et al., 2012).

A partir de las colonias de Pseudomonas spp. se obtuvieron suspensiones como fuentes de
ADN para ser analizadas por el método de reaccion en cadena de polimerasa, conocido por su sigla
en inglés PCR (polymerase chain reaction) y comparar su estructura molecular con aquella obtenida
de una muestra del indculo utilizado, aplicando el método de polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP, por sus siglas en inglés). Las reacciones de PCR se llevaron a
cabo en mezclas de 25 u 11- que contenian 1 x buffer (Embiotec, Argentina), 0.2 mM dNTPs

(Embiotec, Argentina), 0.8 M de Primers (Invitrogen, USA), 2,0 mM MgCI2 y 1 U de Taq Pegasus
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polimerasa (Embiotec, Argentina). El ciclo PCR consistio en un paso de desnaturalizacion inicial de
5 minutos a 94 °C, seguido de 35 ciclos de Imin a 92 °C, 0,75 min a 57 °C y 0,75 min a 72 °C; y un
paso de extension final a 72 °C durante 5 minutos. Después de la amplificacion, 2 u de 1 1 de cada
reaccion fueron corridas en geles de agarosa al 1% en 0.5 X Tris, borato-EDTA (TBE) a 10 V/em
durante 50 minutos. El gel fue tefiido con bromuro de etidio y visualizado bajo luz UV. El analisis
de restriccion de los amplicones oprF se llevo a cabo en un volumen final de 20 u 11, que contiene
10 u 11 de la mezcla PCR y 2 U de la endonucleasa Haelll (Promega). Las reacciones se incubaron
a 37 °C durante 3 h. Los productos de restriccion fueron separados por electroforesis en geles de
agarosa al 2% en 0.5 x TBE a 6 V/cm para 2 h. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y

los patrones de bandas de ADN se visualizaron bajo luz UV (Agaras, et al., 2012).

En el caso de las micorrizas Glomus intraradices, a los fines de evaluar el porcentaje de
micorrizacion, se separaron las raices de las muestras de suelo utilizando agujas histoldgicas y se
lavaron con agua corriente, para posteriormente ser cortadas en trozos de 8 a 10 cm de largo y
fijadas en alcohol al 70 % hasta su posterior estudio. La presencia de colonizacion micorricica en
las raices se determiné mediante observacion microscopica, previa clarificacion y tefiido siguiendo
la técnica de Phillips y Hayman (1970) y Grace y Stribley (1991). Brevemente, las raices se
clarificaron en una solucion de KOH 10% 15 minutos, acidificadas en HCI 1% (1 minuto) y luego

tefiidas con azul de anilina (Soteras et al., 2013) (Figura 17).

De cada muestra de raices, se realizaron 5 preparados permanentes montados en PVA
(Polivinil alcohol) y se cuantificd el porcentaje de colonizacién micorricica arbuscular y de
estructuras intracelulares (arbusculos, rulos, vesiculas e hifas), siguiendo la técnica propuesta por
Mc Gonigle et al., (1990) utilizando un microscopio optico (Arcano, CM 2000) a 40X de aumento.
Las estructuras intracelulares fueron fotografiadas en el microscopio Axiophot Zeiss con pelicula

Agfa (Becerra y Cabello, 2008)._El analisis estadistico se realizo mediante un ANOVA del
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arcoseno del % de colonizacion con un nivel de significancia del 5 %, utilizandose el programa

estadistico para Windows Infostat, Version 2008 (Di Rienzo et al., 2008).

Figura 17: Preparacion de las raices para ser tefiidas con azul de anilina, para su posterior

observacion microscopica.

Las muestras de suelo se dividieron en 3 sub muestras de las que se tomaron 100 g, los que
fueron tamizados empleando mallas de distinto tamiz (500, 125 y 38 um), siguiendo la metodologia
propuesta por Gerdemann y Nicolson (1963). Posteriormente, los contenidos retenidos en los
tamices fueron centrifugados en sacarosa al 80 % (Walker et al., 1982). Las esporas obtenidas se
colocaron en caja de Petri con base cuadriculada de 9 cm de diametro. Se realizaron preparaciones
microscopicas de las esporas y esporocarpos, montandolos en polivinil-alcohol (PVA) y PVA +
Melzer (Omar et al., 1979). Las morfoespecies fueron identificadas utilizando un microscopio
(Nikon, E200), siguiendo los manuales de identificacion de Schenk y Perez (1990), INVAM

(http://invam.caf.wvu.edu/Myc_Info/Taxonomy/species.htm) y Schiiller y Walker (2010).

43


http://invam.caf.wvu.edu/Myc_Info/Taxonomy/species.htm

Figura 18: Preparados para observacion microscopica y analisis de micorrizacion.

4. Resultados y Discusion
4.1. - Experimentos en vivero

4.1.1. - Area foliar de plantulas

El analisis de varianza realizado sobre los valores promedio de area foliar (AF) (cm2) de las
plantulas de tomate, mostr6 diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos control
(Test) y plantines inoculados con Pseudomonas fluorescens (Pf), en comparacion con los
tratamientos inoculados con Glomus intraradices ya sea s6lo (Mico), o en combinacién con
Pseudomonas fluorescens (Mico+Pf). En la figura 19 se puede observar que las plantulas de tomate
que fueron coinoculadas (Mico+Pf) presentaron un AF 40,74 % mayor que el testigo y 68,87 %
mayor que los tratados tinicamente con P. flurescens (Pf), asimismo los plantines micorrizados
(Mico) alcanzaron un AF 37,10 % mayor que el tratamiento control (Test) y 66,95 % mas que los

tratados so6lo con las rizobacterias (Pf). Estos resultados son similares a los obtenidos por Rojas
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Contreras (2010), quien trabajé con Bacillus subtilis y Pseudomonas flurescens, no obtuvo los
resultados esperados segun la hipdtesis inicialmente planteada. Segiin la autora, esto pudo deberse a
varios factores: que no existiera gran reproduccion de las rizobacterias empleadas; que requieran ser
inoculadas a la semilla o bien que requieran dosis mayores de inoculacion. Barea y Azcon, (1982)
quienes también obtuvieron un bajo o nulo efecto de algunas cepas en el crecimiento del cultivo,
sefalan que esto pudo deberse a que éstas no detectaron el medio adecuado en la rizosfera, ya que
en general, para que los microorganismos puedan asociarse intimamente con las raices, tienen que
escapar de los mecanismos de defensa de la planta y encontrar condiciones nutritivas y ambientales

adecuadas para su crecimiento.

11,57+

9,07+

6,57

AF cm2

4,08

Test Mico Pf Mico+Pf
Tratamiento

Figura 19: Efecto de los tratamientos testigo (Test) e inoculados con Glomus intraradices
(Mico), Pseudomonas fluorescens (Pf) y combinacién de ambos (Mico + Pf) sobre area
foliar (AF) en cm’ de las plantulas de tomate. Letras diferentes en cada columna indican

diferencias significativas segun el test de Tukey (p < 0,05).
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4.1.2. - Peso seco de raices y Peso seco de parte aérea de plantulas

De acuerdo al analisis de varianza de las tres variables en estudio, peso seco de raices (PR),
peso seco de parte aérea (PA) y de la relacion partes aérea y radical (PA/PR), se observo la

existencia de diferencias significativas entre los tratamientos a un nivel de P < 0,05 (Tabla 4).

Tabla 4: Efecto de los tratamientos testigos (Test) e inoculados (Mico, Pf y Mico + Pf) sobre el peso de
materia seca de partes aéreas (PA), raices (PR), y la relacion entre ambas (PA/PR). Letras distintas indican

diferencias significativas en el test de Tukey (p <0,05).

Tratamientos PR PA PA/PR
p-valor 0,0001 0,0001 0,0253
Test 1,05b 2,49 b 2,38 ab
Mico 1,12 bc 2,83b 2,53 ab
Pf 0,68 a 1,52 a 2,22 a
Mico+Pf 1,23 ¢ 3,50c 2,84 b

Al igual que en el caso del AF, para las variables peso de masa seca de raices y de parte
aérea, nuevamente se observo que el tratamiento en el que sélo se inoculd P. fluorescens fue el que
obtuvo los menores valores (Tabla 4). Estos resultados contradicen los beneficios reportados acerca
de la inoculacidn con esta bacteria sobre la rizosfera (Lugtenberg y Kamilova, 2009; Siddiqui ef al.,
2001; Rodriguez et al., 2000; Agaras et al., 2012). Sin embargo, en otros trabajos han obtenido
resultados dispares en cuanto a la accion de P. fluorescens en la promocion del crecimiento de

raices y tallos de plantulas de tomate (Almaghrabi et al., 2013; Rojas Solis et al., 2016).

Leon Jara (2014) en su trabajo con cepas nativas de Burkholderia y Pseudomonas spp.,
aisladas de rizosfera de cultivos de tomate en la region de Lambayeque, Pert, determiné actividad
enzimatica, produccion de acido indol acético (AIA), y solubilizacion del fosforo, pero al evaluar su

efecto sobre el poder germinativo de semillas de tomate obtuvo resultados dispares, ya que sus
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resultados presentaron incremento, disminucion o ningtn efecto respecto del testigo. El 50 % de las
rizobacterias disminuy6 el poder germinativo, el autor sugiere que este resultado pudo deberse a la
competencia por nutrientes entre semillas y bacterias. Por su parte, Persello Cartieux et al. (2003)
demostraron que demasiado AIA puede afectar negativamente el desarrollo de las raices laterales,
debido a que las plantas carecen de un sistema regulador que mantenga los niveles de AIA
fisiolégicamente apropiados en sus tejidos, tal que este compuesto bacteriano exdgeno, podria

anular la sintesis de otros metabolitos de la ruta, inhibiendo el desarrollo de la planta.

El mayor peso de masa seca se obtuvo en el tratamiento co-inoculado con Glomus
intraradices 'y Pseudomonas fluorescens (Mico+Pf) (Tabla 4). Incluso, en relacion a este
tratamiento, algunos autores sugirieron que una aplicacion anterior de inéculo de HMA en el
sustrato dedicado a desarrollar los plantines de tomate puede representar una ventaja (Lax et al.,
2010). Otros estudios sefialan que el efecto individual de los microorganismos fue potenciado con la
inoculacion conjunta de ambos, funcionando exitosamente la trilogia simbiodtica hongo-bacteria-

planta (Alfonso y Leyva Galan, 2006).

Asimismo, trabajando con otros cultivos se han encontrado efectos similares.
Recientemente, Minaxi et al.,, (2013), reportaron que la inoculacion de plantas de trigo (Triticum
aestivum) con cepas de Pseudomonas fluorescens y Burkholderia cepacia conjuntamente con
Glomus etunicatum, mostraron un incremento significativo en el peso seco de los brotes, en
comparacion con el tratamiento de fertilizacion quimica con Super fosfato simple (0-21-0), pero no
fue asi en los tratamientos en que solo inocularon rizobacterias. Estos autores atribuyeron estos
resultados a la interaccion positiva entre las rizobacterias y las micorrizas inoculadas, ya que ambas

cepas producen hormonas que al parecer estimulan la infeccion por HMA.
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4.2. - Experimentos en invernaderos
4.2.1.- Determinacion de la colonizacion bacteriana y de la micorrizacion

4.2.1.1. - Colonizacidn de la rizdsfera por Pseudomonas ssp. y caracterizacion

molecular de los desarrollos microbianos

A través de los recuentos de colonias en placas, se comprob6é una abundante presencia de

Pseudomonas sp. en la rizésfera de las plantas de tomate de todos los tratamientos (Tabla 5).

Tabla 5: Resultados del recuento de colonias de Pseudomonas totales obtenidas en los dos invernaderos
localizados en Pocito (San Juan) (Experimentos 1 y 2) luego de efectuar la dilucion rizosférica en placas y su
cuantificacién en Unidades Formadoras de Colonias (UFC g') relativas a material rizosférico fresco de las

unidades experimentales asignadas a cada tratamiento._Se consigna el promedio y su desvio estandar (DS).

Tratamientos Experimento 1 Experimento 2
Promedio DS Promedio DS
Test 1,61¢’ 2,05¢’ 4,71e° 2,37¢°
Mico 1,30 ¢’ 1,23 ¢’ 221¢’ 1,76¢’
Pf 2,54¢’ 2,88¢’ 3,38¢° 2,89¢°
Mico + Pf 2,67¢’ 1,76¢’ 9,12¢° 1,04¢’

En la figura 20 se muestran los resultados del analisis molecular del patrén génico de un
marcador caracteristico del género Pseudomonas, que a través del nimero y posicion de bandas,

permite deducir si dos bacterias comparten o no relacion de parentesco.

Se observa que los desarrollos de bacterias en las placas de recuento que corresponden a las

especies de Pseudomonas mas abundantes presentes en las muestras de rizosfera analizadas,

48



identificadas con los numeros 1 a 17, no tienen un patrén génico similar al de la cepa del formulado

comercial, denominado aqui “R”.

1234567 891011121314151617R

Figura 20. Visualizacion de las bandas de ADN en ultravioleta obtenidos de cepas nativas de P. fluorescens
(1 a 17) con el indculo comercial utilizado (R) analizados por el método de reaccion en cadena de polimerasa
(PCR) aplicando el método de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP). Experimento 1

(bandas 1 a5, 11, 12 y 17); Experimento 2 (bandas 6 a 10 y 13 a 16).

Estos resultados indican, que al final de los experimentos, las cepas de Pseudomonas mas
abundantes en la rizosfera no eran derivadas del inoculante utilizado, si no que muy probablemente
correspondian a poblaciones nativas presentes en el suelo y que fueron capaces de colonizar la

rizésfera de las plantas y hasta competir exitosamente sobre el inoculo utilizado.

Los resultados obtenidos permitirian corroborar la presencia de cepas nativas de
Pseudomonas, dado que segun se observa en la tabla 5, existié una importante concentracion de
estas rizobacterias en las raices, ademas en la figura 20, se observa que ninguna de las colonias
analizadas, correspondientes a las mas abundantes en las raices, tiene el perfil genético de la cepa
comercial inoculada. Por lo tanto, es posible afirmar que al momento del final del cultivo, habia una

relativamente escasa presencia en la rizosfera de las plantas de la cepa de P. fluorescens inoculada.

Una posible causa de la ineficiente colonizacion en las raices de plantas por las bacterias

inoculadas es la falta de esterilizacion del suelo, ya que pueden existir especies nativas que ejerzan

49



mayor competencia y no permitan expresar el maximo de su potencial de accion a cepas exogenas
inoculadas (Rojas Contreras, 2010). Sin embargo el presente estudio presenta una situacion
interesante, en cuanto a las relaciones que se establecieron entre las plantas y las bacterias
autdctonas en condiciones reales de cultivo. Las raices de las plantas juegan un papel importante ya
que pueden determinar la composicion bacteriana de la rizosfera por secrecidon activa de
compuestos que estimulan o reprimen especificamente los miembros de la comunidad microbiana.
La produccion de exudados especificos de la raiz es un mecanismo que les permite a las plantas
"seleccionar” bacterias, ya que estos compuestos especificos pueden estimular o deprimir el
desarrollo de distintos miembros de la comunidad microbiana del suelo (Berendsen et al., 2012). La
relativamente menor concentracion de la cepa inoculada de P. fluorescens con respecto a las cepas
nativas, puede haber ocurrido debido a que esta bacteria podria requerir ser inoculada en la raiz y no

en el sustrato como se realizo en este ensayo, tal como fuera sugerido por Rojas Contreras (2010).

4.2.1.2. Colonizacién del suelo y rizésfera por Glomus intraradices

De la observaciéon microscopica de los preparados de raices extraidas de las plantas de
tomate, se pudo determinar la presencia de estructuras micorricicas (Figura 21). Tales estructuras
fueron observadas en todos los tratamientos (tanto en las plantas inoculadas con G. intraradices —
Mico y Mico+Pf- como en las del tratamiento testigo —Test- y el tratamiento Pf en el que solo se
habia inoculado P. fluorescens) y correspondieron a hifas externas e internas, puntos de entrada del
hongo en la raiz, arbusculos, vesiculas y rulos. El porcentaje de micorrizacion vari6 del 32 al 41 %

(Figura 22). No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos.

Si bien estos resultados muestran una colonizacion por micorrizas, no prueban que se trate
de G. intraradices porque se observaron también esporas de otras especies presentes en el suelo sin

cultivo. Del recuento de las mismas se obtuvieron los siguientes resultados:
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Experimento 1: 16 esporas100g™” de suelo seco.

Experimento 2: 10 esporas100g™ de suelo seco.

Figura 21: Distintas estructuras micorricicas tomadas a partir de los preparados microscopicos: a) hifas
externas e internas, b) vesiculas, ¢) punto de entrada, d) arbusculos, ¢) rulo.
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Figura 22: Colonizacién micorricica arbuscular (%) en los tratamientos realizados en invernaderos

mediante los experimentos 1 y 2.

Los resultados obtenidos del anélisis de las raices, en donde se observaron porcentajes de
colonizacion entre el 32 y 41 % (Figura 22) son similares a los encontrados por otros
investigadores. Lax et al., (2010), lograron resultados positivos mediante la colonizacion con
micorrizas entre 30,0 y 47,5% al inocular plantas de tomate de la cv. 'Platense” con G.
intrarradices. La colonizacion por parte de las micorrizas arbusculares (MA) solo se efectu6 cuando
las plantas fueron inoculadas, a diferencia de lo observado en el presente estudio, en el que se
manifesto la presencia de micorrizas nativas, de acuerdo a lo determinado en el tratamiento testigo
(Test). La presencia de estas micorrizas nativas en el suelo podrian haber ejercido una competencia
en la colonizacion de la rizosfera de las plantas de tomate con las MA exdgenas inoculadas
interfiriendo en su proceso de colonizacion. Este es un punto relevante para dejar constancia de

como se comportan estas micorrizas en condiciones reales de cultivo donde le coexisten una gran
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cantidad de factores ambientales y bioldgicos que ejercen influencias en su comportamiento y

desarrollo.

Barrer (2009) propone dos métodos importantes para manejar las MA, uno de ellos es
trabajar con cepas nativas o silvestres, estimulando uno o varios de los géneros después de que han
sido estudiados y determinados, y el otro es introducir o inocular MA seleccionadas. El problema de
este ultimo método radica en que la inoculacion puede alterar la accion de las MA nativas
eficientes, al tener que competir con los hongos seleccionados. Sin embargo, es una opcion
importante en sistemas de monocultivos ya que la abundancia de las especies fingicas en estas
condiciones se reducen significativamente. El mismo autor cita estudios realizados por Castillo y
colaboradores (2009), desarrollados en cultivos en invernadero en Chile, en los que se emplearon
MA nativas y comerciales para inocular el suelo en cultivos de pimiento. Los resultados obtenidos
les permitieron concluir que las plantas sometidas al tratamiento con MA nativas presentaron

mejores resultados que aquellas inoculadas con MA comerciales.

4.2.2. Evaluacion del crecimiento vegetativo
i) Area foliar (AF)

El analisis de varianza multivariado de los valores promedio de 4rea foliar (AF) (cm?) de las
plantas, considerando las 5 mediciones realizadas en fechas sucesivas en cada unidad experimental,
permitio comprobar que no existié interaccion entre tiempo y tratamientos, no se presentaron
diferencias significativas (P<0,05) entre tratamientos en el experimento 1 (Figura 23), como
tampoco en el experimento 2 (Figura 24). A su vez los valores obtenidos en el estadistico de Wilks
para ambos experimentos, permitieron rechazar la hipétesis de efecto tiempo, por lo tanto los
perfiles de los 4 tratamientos cambiaron con el factor, lo que es logico debido al crecimiento de las

plantas.
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Figura 23: Evolucion del AF de las plantas de tomate a lo largo del ciclo del cultivo en el experimento 1.
Tiempo expresa los dias de cultivo, donde el dia 0 de medicion correspondi6 al dia 30 desde el
trasplante.

No significativo (ns) segln test de Tukey (p<0,05).
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Figura 24: Evolucioén del AF de las plantas de tomate a lo largo del ciclo del cultivo en el experimento 2.
Tiempo expresa los dias de cultivo, donde el dia 0 de medicidon correspondid al dia 30 desde el
trasplante.

No significativo (ns) segun test de Tukey (p<0,05).
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ii) Peso de masa seca final de parte aérea (PMS)

Al analizar el peso de la masa seca de la parte aérea conformada por los 6rganos tallo, hojas
y frutos, obtenido al final del cultivo, no se encontraron diferencias estadisticas segun la
comparacion de medias por el Test de Tukey (P<0,05) entre tratamientos en los experimentos 1 y 2

(Tabla 6).

Tabla 6: Efecto de los tratamientos sobre el peso de masa seca de la parte aérea de las plantas al final del

cultivo en los experimentos 1 y 2. Letras iguales indican que no existen diferencias significativas segun test
de Tukey (p <0,05).

Peso Masa Seca (g)

Tratamientos Experimento 1 Experimento 2
Medias DS Medias DS
Test 475,40a 166,30 317,14 a 11,68
Mico 286,29 a 96,98 323,39 a 26,42
Pf 389,41a 119,58 294,77a 12,72
Mico+Pf 398,47 a 7,64 325,70 a 31,84

iii) Densidad de raices (DR).
Luego de efectuado el analisis de varianza de los valores medios de la densidad de raices
(DR) (cm cm™) de las plantas, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos para

los dos experimentos realizados segin la comparacion de medias por el Test de Tukey (P<0,05)

(Tabla 7).

Tabla 7: Efecto de los tratamientos sobre la densidad de raices de las plantas al final del cultivo en los

experimentos 1 y 2. Letras iguales indican la inexistencia de diferencias significativas segun test de Tukey (p
<0,05).

Densidad de raices (cm cm™)

Tratamientos Experimentol Experimento 2

Medias Medias
Test 0,40 a 0,37 a
Mico 0,33a 0,50 a
Pf 0,39a 0,36a
Mico+Pf 0,45 a 0,36a
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iv) Concentracion de nitrégeno (NTF), fosforo (PTF) y potasio (KTF) en el tejido foliar

Luego de efectuado el analisis estadistico de la concentraciéon de los principales

macronutrientes en los tejidos foliares (nitrogeno, fosforo y potasio), no se observaron diferencias

significativas entre tratamientos y experimentos, segun el test de Tukey (p < 0,05) (Tabla 8).

Tabla 8: Concentracion de nitrégeno, fosforo y potasio en tejido foliar expresado en porcentaje de masa seca,

para los experimentos 1 y 2. Letras iguales indican la inexistencia de diferencias significativas segun test de

Tukey (p <0,05)._Se consigna la media y su desvio estandar (DS) para cada tratamiento.

Experimento 1

Tratamientos N P

Media DS Media DS Media DS
Test 241a 0,09 | 031la 0,04 | 2,51a 0,13
Mico 2,22a 0,26 | 0,29a 0,05 | 2,53a 0,20
Pf 2,36a 0,21 | 0,28a 0,04 | 2,64a 0,21
Mico+Pf 238a 0,22 | 0,32a 0,05 | 2,64a 0,34

Experimento 2

Tratamientos N P

Media DS Media DS Media DS
Test 2,18a 0,42 0,22 a 0,04 0,96a 0,34
Mico 2,16a 0,32 0,22 a 0,04 091a 0,17
Pf 2,13a 0,18 0,21a 0,03| 0,98a 0,13
Mico+Pf 2,32a 0,27 0,21a 0,01| 0,97a 0,12

La evaluacion del crecimiento vegetativo, especialmente en los cambios medidos en el area

foliar de las plantas inoculadas tanto con Glomus intraradices (Mico) como con Pseudomonas

Sfluorescens (Pf) y el tratamiento con la combinacion de ambos microorganismos (Mico+Pf) no

presentaron diferencias en cada momento de medicion durante el ciclo de cultivo en comparacion

con el tratamiento testigo (Test) (Figuras 23 y 24). Estos resultados discrepan con los obtenidos en
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el trabajo de Sanchez Lopez (2011) quien evalud P. fluorescens en cultivo de tomate bajo
invernadero, en éste se evidencid un mayor area foliar del tratamiento con inoculacion de la bacteria
y aplicacion del 50 % de fertilizantes quimicos que el tratamiento testigo, a lo largo de 3 meses de
medicion. La autora sefala que esta diferencia podria deberse a la propiedad de solubilizacion del
fosforo que tiene la bacteria, lo que interviene sobre la captacion del mismo por la planta,
especialmente en suelos pobres en este nutriente (Sanchez Lopez, 2011). No obstante, este efecto de
solubilizacion del fosforo y su captacion por la planta, no se manifestdo aqui por los
microorganismos utilizados, dado que no solo no se registraron diferencias en el area foliar sino
tampoco en la concentracion de P en las hojas (Tabla 8). Por otra parte, la mayor dotacion de P del
experimento 1 (Tabla 2), tampoco se reflejé en un incremento en la concentracion foliar de P (Tabla

8).

Segun lo enunciado por Bashan (1986), la respuesta a la inoculacion podria variar segln la
relacion que se establece entre la cepa bacteriana y la cultivar de la especie vegetal. Esto explicaria
que no se haya manifestado un incremento del area foliar debido a la inoculacion de la rizobacteria
utilizada en este estudio. Los resultados del analisis molecular mostraron que la cepa de
Pseudomonas comercial, no alcanzé efectivamente la rizosfera de los cultivos de tomate en estudio
(Figura 20). Por medio de este analisis se comprobo que en todos los tratamientos existian cepas
nativas de Pseudomonas propias de las rizosfera de los sitios de ensayo, inclusive en mayor
proporcion que la bacteria comercial (Tabla 5). La falta de respuesta observada en el crecimiento
del area foliar de las plantas, concuerda con Santillana Villanueva (2006) que en su estudio no
evidencid diferencia en la parte aérea con la inoculacion de distintos tipos de aislamientos de
Pseudomonas sp. La supervivencia de las especies nativas en la rizésfera del cultivo, podria ser
beneficiosa debido a que lograron coexistir en las condiciones caracteristicas del lugar. De esta
forma, podrian aislarse y multiplicarse para su uso. Tal es el caso del estudio realizado por

Echeverria Landeta (2012), quien trabajé con aislamientos nativos de HMA y Pseudomonas
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fluorescens, tanto en tratamientos individuales como combinados, inoculados sobre tomate arbol
(Solanum betaceum), y obtuvieron diferencias significativas en el area foliar de las plantas
inoculadas s6lo con HMA y en tratamiento combinado con P. fluorescens, en comparacion con las

plantas control.

Los resultados obtenidos aqui tanto para peso de masa seca final de la parte aérea de las
plantas, como para densidad de raices, difieren de los obtenidos por Echeverria Landeta (2012), sin
embargo coinciden con los obtenidos por Santillana Villanueva (2006). Segin Sanchez Lopez
(2011) la sintesis bacteriana de auxinas puede tener un efecto importante sobre el desarrollo de
raices secundarias y de pelos radicales, variables que no estan relacionadas con un aumento en la
longitud de la raiz sino del peso de la planta. Sin embargo, a juzgar por las mediciones realizadas en
densidad radical, este efecto no fue observado en el presente trabajo, lo que pudo deberse a la

accion ejercida por la microflora nativa.

En un trabajo realizado en tomate con Pseudomonas fluorescens y Glomus mosseae se pudo
observar un efecto sinérgico de la inoculacién conjunta (Gamalero et al., 2004). A diferencia de lo
medido en el presente trabajo a través de la densidad radical (Tabla 7) y concentracion foliar de
nutrientes (Tabla 8), este autor registré mayor longitud total de las raices y un contenido de P foliar
mas alto en plantas de tomate inoculadas conjuntamente con ambos microorganismos, que en los
tratamientos con cada uno en forma individual. Estos resultados fueron justificados por la
utilizacion de una cepa de P. fluorescens a la que se atribuy6 una mayor colonizacién micorricica
(Gamalero et al., 2004). A partir de estos resultados se justifico el uso potencial de Pseudomonas
fluorescentes y G. mosseae como inoculantes mixtos para tomate, habiéndose sugerido que la
mejora en el crecimiento de las plantas de tomate podria estar relacionado con el aumento en la
adquisicion de fosforo. Sin embargo, en el estudio realizado aqui, se registrd colonizacidon por
hongos micorricicos y Pseudomonas en todos los tratamientos, incluyendo el testigo, pudiendo ser

ésta una de las causas por las cuales no se evidencid un cambio sustancial tanto en el crecimiento de
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las raices como de la parte aérea de las plantas, y en la concentracién de nutrientes en el tejido

foliar.

4.2.3.- Evaluaciéon de componentes del rendimiento
Los resultados del analisis de las tres variables medidas como componentes del rendimiento
no permitieron apreciar diferencias estadisticas significativas entre tratamientos para los

experimentos 1 y 2 (Tabla 9).

Tabla 9: Valores medios de los componentes del rendimiento medidos en las plantas de tomate en funcion de
los tratamientos realizados para los experimentos 1 y 2. Letras iguales indican la inexistencia de diferencias

significativas seglin test de Tukey (p <0,05).

Experimento 1

Tratamientos | Racimos Planta™ | Frutos Planta® | Peso frutos Planta™ (g)
Test 5,67 a 20,08 a 3557,92 a
Mico 5,58 a 22,25 a 3589,83 a
Pf 5,83 a 22,50a 3641,25a
Mico+Pf 5,75 a 23,42 a 3815,42 a

Experimento 2

Tratamientos | Racimos Planta™ | Frutos Planta™ | Peso frutos Planta™ (g)
Test 6,17 a 20,25 a 3086,25 a
Mico 5,50 a 18,58 a 2885,42 a
pf 5,83 a 18,33 a 2882,08 a
Mico+Pf 6,17 a 20,50 a 3242,50 a

Carrillo Castafieda y colaboradores (2000) reportaron un incremento en el rendimiento
(peso total de frutos por planta) en plantas de tomate variedad Rio Grande cultivadas en invernadero
que fueron inoculadas con aislamientos de P. fluorescens. Por su parte, Cuervo y Rivas-Platero
(1997), demostraron que la inoculacion de P. fluorescens en tomate, estimula la colonizacion

micorrizica en la raiz e incrementa la produccion del cultivo. Estos resultados se diferencian con los
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obtenidos aqui, en donde no se manifestaron diferencias en el peso de frutos por planta entre las

plantas inoculadas (Pf, Mico y Mico+Pf) y el tratamiento control (Test) (Tabla 9).

También Reybet y sus colaboradores (2012) obtuvieron un rendimiento 55 % mayor en
plantas de tomate inoculadas con P. fluorescens en combinacion con la desinfeccion del suelo
mediante solarizaciéon, en comparacion con el tratamiento sin solarizar y sin inoculacion de
bacterias, mientras el rinde fue un 15 % mayor respecto del testigo, cuando so6lo se realizo la
solarizacion y en el tratamiento sin solarizar y con inoculacion de P. fluorescens P190. La
solarizacion realizada podria tener gran importancia para lograr una exitosa colonizaciéon del
microorganismo inoculado. El efecto de competencia o antagonismo entre cepas inoculadas y
nativas se reduciria si se considera que existen ademas otros antecedentes en los que se demostrd
que el tratamiento de solarizacion del suelo previo al cultivo significé una disminucion de las
unidades formadoras de colonias (UFC) (Mitidieri et al., 2009). En este trabajo se determind que la
disminucion de estas poblaciones se observé incluso hasta 35 cm de profundidad. Esta practica de
esterilizacion del suelo previo al inicio del cultivo ayudaria a la disminucion de microorganismos
propios del suelo y por ende la competencia con las rizobacterias inoculadas, lo que permitiria que
la inoculacion con bacterias promotoras de crecimiento P. fluorescens lograra una eficacia mayor en
su establecimiento y una elevada densidad poblacional, a diferencia de los resultados obtenidos en
el presente trabajo en donde no se efectud ningun tipo de desinfeccion del suelo previo al trasplante
del cultivo. De esta manera, mediante la realizacion de esta practica se podria alcanzar una efectiva
colonizacion de cepas inoculadas, ya que los resultados obtenidos aqui (Tabla 5) demostraron que
no hubo colonizacion por la cepa inoculada. Ademas vale la pena destacar que esta practica que no
fue realizada en este estudio, no es una tarea habitual entre los productores del Valle de Tulum, en

la produccién de cultivo de tomate bajo cubierta.

Introducir artificialmente un microorganismo exoégeno en el suelo es siempre un desafio

debido a la competencia ejercida por la microflora residente y de las propiedades fisico-quimicas
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especificas del suelo que determinan el equilibrio de su comunidad microbiana. Estas circunstancias
han dado a menudo resultados inconsistentes y engafiosos en ensayos en cultivos a nivel comercial
(Garbaye, 1994; Rainey, 1999). Otra circunstancia que puede explicar el hecho de que no se
manifestaran diferencias entre tratamientos, es que las bacterias y los HMA nativos, adaptados a las
condiciones propias del sitio de ensayo, pudieron ser mas eficaces en la competencia con los
microorganismos inoculados, por lo que las cepas inoculadas no lograron establecerse
adecuadamente en el suelo. Segiin Deveau (2007), debemos considerar que las interacciones en la
rizosfera son de tal complejidad que no ocurre sélo una interaccion entre hongos micorricicos y
bacterias asociadas, sino que la misma incluye otras poblaciones bacterianas y fungicas y los
depredadores como amebas, nematodos o colémbolos (Deveau, 2007). Esta situacion resalta la
importancia de realizar estudios que permitan analizar la complejidad de estas interacciones, lo que
supone asimismo una limitacion para su estudio en vivo, tal como se realizd en este trabajo. Estos
antecedentes justifican estas apreciaciones, si se considera que en otros trabajos se concluy6 que las
respuestas en los incrementos de los rendimientos por la aplicacion de biofertilizantes fueron
variables e impredecibles (Hegde y Dwivedi, 1994; Katyal et al., 1994, extraido de Diaz Vargas,
2001). Esto enfatiza la necesidad de profundizar el conocimiento en la produccion de los mismos,
como también en su distribucion y uso de las técnicas apropiadas para su empleo. Rubi Arriaga y
colaboradores (2009), mencionan que en el caso de los hongos micorricicos, el periodo de
inoculacion, el tipo de aislado del hongo, asi como la fuente y concentracion del fertilizante

quimico aplicado, deben considerarse para maximizar los beneficios de la simbiosis.

4.2.4.- Evaluacion de calidad de frutos

En la estimacién de la calidad de los frutos en los experimentos 1 y 2 mediante la
determinacion de la concentracion de solidos solubles totales (Brix) y el diametro ecuatorial de los
frutos (cm), no se observaron diferencias estadisticas significativas segun el test de Tukey (P<0,05)

entre los tratamientos (Tabla 10).
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Tabla 10: Efecto de los tratamientos en los experimentos 1 y 2 sobre la concentracion de sélidos solubles
totales (Brix) y Diametro ecuatorial de los frutos (cm). Letras iguales indican la inexistencia de diferencias

significativas en el test de Tukey (p<= 0,05)

Experimento 1
Racimo 1 Racimo 2 Racimo 3
Diam Frutos Diam Frutos Diam Frutos
SST (° Brix) (cm) SST (° Brix) (cm) SST (° Brix) (cm)
Tratamientos Media Media Media Media Media Media
Test 3,64 a 7,00 a 3,80 a 6,94 a 4,15a 7,24 a
Mico 3,63 a 6,91 a 3,82a 6,99 a 3,90 a 7,98 a
Pf 3,47 a 7,35a 3,92 a 6,95 a 4,23 a 6,97 a
Mico+Pf 3,48 a 7,23 a 3,83 a 6,83 a 4,03 a 7,42 a

Experimento 2
Racimo 1 Racimo 2 Racimo 3
Diam Frutos Diam Frutos Diam Frutos
SST (° Brix) (cm) SST (° Brix) (cm) SST (° Brix) (cm)
Tratamientos Media Media Media Media Media Media
Test 4,04 a 7,39 a 4,56 a 6,94 a 5,02 a 6,86 a
Mico 4,43 a 6,91 a 4,64 a 6,43 a 491a 6,73 a
Pf 4,22 a 7,53 a 4,70 a 6,87 a 5,03 a 6,84 a
Mico+Pf 4,33 a 6,81a 4,88 a 6,79 a 4,71 a 6,71a

El tamafio del fruto, expresado a través del diametro ecuatorial, es un parametro de calidad
importante en la comercializacion de tomate en fresco. De acuerdo con los resultados obtenidos en
los diferentes tratamientos, el tamafio correspondi6 a la categoria de mediano, seglin la resolucion
ex-SAG N° 297/1983 que reglamenta las Condiciones Generales de Presentacion y Tipificacion de

Hortalizas Frescas.

Para este pardmetro no se observaron diferencias significativas, coincidiendo con Solis

Guevara (2010) que al probar plantas sin tratar y plantas inoculadas con HMA a distintas
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concentraciones, los frutos no presentaron diferencias en sus diametros. Serge Gagné et al. (1993),
probaron los efectos de 4 cepas de Pseudomonas fluorescens, sobre el rendimiento y tamafio de
frutos de tomate cultivado en invernadero. Realizaron sus ensayos en dos épocas, primavera y
otoflo, en ¢ésta ultima temporada trabajaron bajo condiciones desfavorables para el desarrollo del
cultivo. Sus resultados fueron diferentes en cada época, ya que no obtuvieron diferencias
significativas para esta variable en los ensayos de primavera, y sin embargo en otoflo el tamafio de
los frutos de las plantas tratadas con la cepa 23-68 de Pseudomonas fluorescens fue un 11,1 %

mayor que para el tratamiento control (Gagné et al., 1993).

El contenido de s6lidos solubles es otra variable de gran importancia en la determinacion de
la calidad de los frutos maduros del tomate. De acuerdo con el analisis de varianza, los
microorganismos inoculados tanto en forma individual como combinados, no tuvieron un efecto
significativamente favorable en la concentracion de solidos solubles totales (SST) en ninguno de los
dos experimentos realizados (Tabla 10). De todas maneras cabe destacar que los valores de SST
obtenidos, se encuentran dentro de los parametros de calidad deseables, segiin lo mencionado por
Santiago et al. (1998), quienes establecieron que el tomate para consumo en fresco debe tener

contenidos mayores a 4.0 °Brix.

Las dos variables estudiadas para evaluar la calidad de los frutos, estan intimamente
relacionadas a los parametros de crecimiento y desarrollo, al no haberse manifestado cambios en
éstos, resulta una consecuencia esperable que no aumentara la cantidad de azlcares en el fruto.

(Coutinho et al., 2014; Copetta et al., 2011; Deaquiz Oyola, 2014).
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5. Conclusiones

e Las plantulas de tomate inoculadas conjuntamente con G. intraradices y P. fluorescens

tuvieron un mayor desarrollo radical y aéreo.

e [os microorganismos inoculados en la etapa de vivero, en el sustrato utilizado para la
produccion de las plantulas de tomate, no lograron colonizar el suelo donde se realizo el

cultivo en invernadero.

e La inoculacién de las plantulas de tomate con los microorganismos en estudio, no produjo un

incremento en el crecimiento de las plantas cultivadas en invernadero.

e No se observo un aumento en los rendimientos del cultivo de tomate en invernadero que
pudiera explicarse por la inoculacion de las plantulas con G. intraradices, con P. fluorescens,

ni con la coinoculacidén de ambos.

e De la inoculacion de plantulas de tomate con G. intraradices y P. fluorescens no se observo

un incremento de la calidad de los frutos del cultivo en invernadero.

5.1. Consideraciones finales

Considerando los antecedentes en este tema, y aunque algunas de las hipotesis no han
podido ser confirmadas en esta tesis, a partir de los resultados obtenidos, se propone realizar una
profundizacion en la investigacion sobre métodos alternativos de inoculacion tanto de las MA como
de las rizobacterias, asi como ajustar diferentes momentos, dosis y técnicas, de acuerdo con la
especie vegetal y la cultivar utilizada. También la inclusion de una mayor diversidad de ambientes
productivos.
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Asimismo, se sugiere que puede resultar de interés investigar la adaptacion y el desarrollo
en el medio cuando se trate de introducir cepas comerciales, como asi también trabajar en la
obtencion y multiplicacion tanto de MA como rizobacterias nativas de la zona, a partir de la

rizosfera de tomate como fuente de indculo, que pueden presentar un alto potencial de colonizacion.

Los resultados obtenidos no desalentarian el empleo y uso de G. intraradices en las
producciones agricolas, ya que es posible que sus efectos benéficos estén limitados a ciertas
circunstancias y se expresen mejor en condiciones donde algiin factor de producciéon resulte ser
limitante, como pueden ser bajos niveles de fertilidad. Del mismo modo, es relevante remarcar que
el uso de la rizobacteria P. flurescens en condiciones reales de produccion en los invernaderos de la
zona, permitié conocer la gran riqueza de microorganismos existentes, y que el efecto esperado de

la inoculacion con cepas foraneas depende de la existencia de los mismos en el suelo.

Finalmente, y también para el caso de P. fluorescens como PGPR, aunque los resultados
aqui no fueron los esperados, no debe desalentarse su posible viabilidad, por lo que se deberia

profundizar en nuevos estudios para considerar adecuadamente tales condiciones preexistentes.
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ANEXO 1:

Caracteristicas de la cultivar Ichiban.

TOMATE INDETERMINADO

Cv. Destacado por Caracteristicas Resistencias
+ Gran calibre y + Frutos redondos de color + Virus del
calidad rojo brillante, ligeramente Mosaico del
4 Variedad con alto achatados, sin hombro tomate
poder de verde y levemente + Virus del
I adaptacion acostillados torrado del
C Variedad rustica y tomate
H vigorosa + Marchitez por
I Sus hojas dan excelente Verticillium
B cobertura de frutos al aire + Fusarium
A libre o bajo plastico o + Nematddos
N malla
Flores grandes y
homogeéneas, ideal para la
aplicacion de hormonas

Fuente: Elaboracion propia a partir de la pagina www.seminis.com
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ANEXO 2: Registro de temperatura en etapa de crianza de plantines

Fecha Temperatura (°C) Fecha Temperatura (°C)
promedio minimo Maximo promedio | minimo Maiximo

16/05/2012 20,5 11 30 20/06/2012 17,365 2,25 32,48
17/05/2012 19,5 11 28 21/06/2012 22,405 8,61 36,2
18/05/2012 18 13 23 22/06/2012 18,86 8,58 29,14
19/05/2012 19 10 28 23/06/2012 17,045 8,41 25,68
20/05/2012 19,5 10 29 24/06/2012 20,005 8,01 32
21/05/2012 17 25 25/06/2012 21,475 8,19 34,76
22/05/2012 17,5 28 26/06/2012 18,8 7,64 29,96
23/05/2012 21 34 27/06/2012 20,915 8,51 33,32
24/05/2012 28/06/2012 18,83 9,46 28,2
25/05/2012 29/06/2012 18,225 8,7 27,75
26/05/2012 30/06/2012 21,315 9,46 33,17
27/05/2012 23 11 35 01/07/2012 20,705 9,19 32,22
28/05/2012 23 12 34 02/07/2012 12,415 10,87 13,96
29/05/2012 20 12 28 03/07/2012 17,835 7,75 27,92
30/05/2012 21 36 04/07/2012 17,705 7,57 27,84
31/05/2012 18,5 29 05/07/2012 18,07 8,98 27,16
01/06/2012 19,5 9 30 06/07/2012 19,805 9,07 30,54
02/06/2012 18 11 25 07/07/2012 20,96 8,91 33,01
03/06/2012 19,5 9 30 08/07/2012 15,56 7,03 24,09
04/06/2012 20,5 11 30 09/07/2012 18,95 8,55 29,35
05/06/2012 17,5 8 27 10/07/2012 17,89 9,53 26,25
06/06/2012 12 3 21 11/07/2012 19,64 7,51 31,77
07/06/2012 15 1 29 12/07/2012 17,45 8,29 26,61
08/06/2012 17,63 7,28 27,98 13/07/2012 19,07 9,77 28,37
09/06/2012 18 7,82 28,18 14/07/2012 18,89 10,17 27,61
10/06/2012 20,77 8,03 33,51 15/07/2012 17,235 9,69 24,78
11/06/2012 16,11 7,53 24,69 16/07/2012 18,055 7,82 28,29
12/06/2012 22,77 9,25 36,29 17/07/2012 19,645 9,29 30
13/06/2012 26,675 12,89 40,46 18/07/2012 18,76 9,52 28
14/06/2012 18,585 9,34 27,83 19/07/2012 19,485 9,86 29,11
15/06/2012 19,29 8 30,58 20/07/2012 17,34 9,57 25,11
16/06/2012 16,685 8,46 24,91 21/07/2012 17,545 9,98 25,11
17/06/2012 19,425 7,92 30,93 22/07/2012 20,38 9,19 31,57
18/06/2012 16,7 7,85 25,55 23/07/2012 17,785 9,34 26,23
19/06/2012 17,865 8,13 27,6 24/07/2012 17,855 9,6 26,11

25/07/2012 18,095 8,59 27,6

79




ANEXO 3: Plan de fertilizacion

Experimento 1.

Momento Fertilizantes Dosis Aporte
o Guano de gallina 1,70 kg/m’ 5
Fertilizacion de N: 5,2 g/m
base (antes del Fertidal (Fertilizante orgénico P,0s: 2,1 g/m’
trasplante) a base de guano de gallina K,0: 6,3 g/m’
2,5-1-3).
A los 65 dias del Sol KS fertilizante liquido K20: 1 g/m’
trasplante por riego | (0-0-25 + 17 S) 0,004 L/m* | S: 0,68 g/m’
por goteo
Desde el dia 66
hasta el dia 80 » | Ky0O: 3,5 g/m2
después del SolKS 0.014 Lim™ | g, 2.4 g’
trasplante
» | KbO:l g/m2
Sol KS 0,004 L/m S: 0,68 g/m’
A los 100 dias P,0s: 0,09 g/m’
Foliar P + K (0-28-8) 0,3 g/m’ K,0: 0,024 g/m” +
microelementos
. Fetrilon (Mg, B, Cu, Zn, S, 250 . )
En cuaje de frutos Fe, Mn, Mo). em®/100L Micronutrientes
Experimento 2.
Momento Productos Aporte
N: 0,7 g/m”
De base Hidrocomplex (12-11-18 + S:8) P,Os: 0,66 g/m2
100 kg en 1700 m* K,O: 1g/m’
S:0,48 g/m’
Desde el dia 60 hasta el dia | Acidos Fulvicos* 2
90 12 L en 1700 m’ 0,007 L/m
ll)ggde el dia 50 hasta el dia Nitrogeno 25 L 0.015 L/m’
Desde el dia 50 hasta el dia Potasio 148 L 0,087 L/m?

110

*Acidos fulvicos. Son compuestos organicos, que poseen poder estimulante en el crecimiento de la
raiz. Por esta razon son utilizados como enraizantes. Poseen la capacidad de formar quelatos con
otros elementos nutritivos, aumentando su biodisponibilidad para la planta.
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ANEXO 4: Plan sanitario

Experimento 1.

Momento Producto Dosis
Trifloxistrobin + Tebuconazole+ 50 o/L
Una aplicacion | Macrosorb foliar &
en (aminoéacidos, Boro 0,2 g/L., Manganeso 250 em’
fructificacion 0,5 g/L, Zinc 0,7 g/L, Nitrogeno total 2,1 )
% p/p)
Clorfenapir* 50 cm’/100 L
A partir de Cartap* 100 ¢/100 L
fructificacion .
) . 90 cm’/100 L (2 veces en el
Imidacloprid

ciclo)

*Se realizaron aplicaciones semanales alternando los productos Clorfenapir y Cartap.

Experimento 2.

Momento Producto Dosis

A los 40 dias Clorpirifos 50% + Cipermetrina 5% 150 cm’/100 L
Lambda — cialotrina 5%
Macrosorb foliar 1 em’/L

A los 47 dias (aminoacidos, Boro 0,2 g/L., Manganeso 250 co
0,5 g/L, Zinc 0,7 g/L, Nitrogeno total 2,1
% p/p)

Alos 51 dias Deltametrina 10g =30 cm’/100 L

Desde los 55 hasta

. 3
los 75 dias Sulfato de cobre pentahidratado. 300 cm’/100 L
A los 70 dias Mancozeb 80% + Abamectina 1,8% 200 g/100 L
. 50 cm’/100 L
%
Desde los 77 dias gl‘fe‘f‘p‘r 100 g/100 L
hasta los 120 dias. artap . 90 cm’/100 L 2 veces en el
Imidacloprid ciclo

*Se realizaron aplicaciones semanales alternando los productos Clorfenapir y Cartap.

Al definir los productos fitoterapicos a utilizar, se tomo6 la precaucion de no usar fungicidas

incompatibles con el desarrollo de las MA, acorde con lo recomendado por la empresa Giten,
proveedores de las MA comerciales utilizadas en el ensayo.
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ANEXO 5: Curva de regresion alométrica.
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