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RESUMEN GENERAL

Un pueblo de hombres educados, sera siempre un pueblo de hombres libres, la educacion
es el inico medio para salvarse de la esclavitud (José Marti 1853-1895)

Los Microorganismos Promotores de Crecimiento Vegetal (MPCV) mejoran el
crecimiento y desarrollo de plantas, mediante mecanismos de solubilizacion de nutrientes,
fijacién de nitrégeno, produccién de reguladores de crecimiento vegetal, antagonismo
contra fitopatdgenos, entre otros. Su uso contribuye a reducir las dosis de fungicidas y
fertilizantes quimicos. Por tal razon, en este estudio se evalué el efecto de la aplicacion a la
semilla y al sustrato de microorganismos promotores de crecimiento vegetal (MPCV):
Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum y Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) de
forma individual y en consorcios, en el crecimiento y calidad de plantulas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) hibrido Pony express. Los resultados indicaron que la
aplicacion de los inoculantes microbianos a la semilla y al sustrato a los 13 después de la
siembra, tiene el mayor efecto promotor de crecimiento en las plantulas de tomate y el
consorcio de B. subtilis, T. harzianum y HMA manifestd un efecto sinérgico en la
promocion del crecimiento y calidad de plantulas de tomate, en comparacion con su
aplicacion individual y dual; al registrar valores similares en las variables de crecimiento y
calidad las plantulas, similares al tratamiento control con aplicacion de fertilizantes. Pero
las plantulas del consorcio registraron bajo contenido nutrimental al no disponer de una
fuente de nutrimentos. Esta respuesta sugiere que la aplicacion del consorcio de inoculantes

microbianos permite reducir la aplicacion de fertilizantes quimicos.
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ABSTRACT

Plant Growth-Promoting Microorganisms (MPCV) improves growth and development of
plants, through mechanisms of nutrient solubilization, nitrogen fixation, production of plant
growth regulators, antagonism against phytopathogens, among others. MPCV, use
contributes to reduce fungicides and chemical fertilizers dozes. For this reason, in this
study, was evaluated the effects in seeds and substrate caused by the use of plant growt-
promoting microorganisms (MPCV) like: Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum and
fungi mycorrhizal Arbusculares (HMA) individually and in consortia, Growth and quality
of tomato seedlings (Solanum lycopersicum L.) hybrid Pony express. The results indicated
that the application of microbial inoculants to the seed, and the substrate 13 after planting,
has the greatest growth-promoting effect on tomato seedlings; and the consortium of B.
subtilis, T. harzianum, and expressed HMA has a synergistic effect in the promotion of
growth and quality of tomato seedlings. Its individual and dual application, registered
similar values in every growth variable of seedlings when compared with the control group
(fertilizers). But the seedlings of the consortium registered low nutritional content because
they did not have a source of nutrients. This response suggests that application of a

consortium of microbial inoculants allows reducing the application of chemical fertilizers.
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CAPITULO 1

1. MICROORGANISMOS PROMOTORES DE CRECIMIENTO VEGETAL Y
SU EFECTO EN EL CULTIVO DE TOMATE (Solanum lycopersicum L.)

1.1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas de mayor consumo a nivel
mundial. En 2016 México fue considerado el décimo productor y primer exportador, con
una superficie sembrada de 51,861 ha y una produccion de 3.3 millones de ton, de las
cuales 36,855 ha fueron a cielo abierto con produccion de 1.3 millones de ton y 15,066 ha
bajo agricultura protegida con produccion de 2.0 millones de ton. Los principales estados
productores en México son: Sinaloa, San Luis Potosi, Michoacan, Baja California y
Zacatecas (FIRA, 2017).

Un aspecto critico para el cultivo de hortalizas, es la produccion de plantulas vigorosas
y de calidad fitosanitaria (Rojas, 2002), para ello se emplean contenedores de diferentes
materiales, sustratos comerciales, semillas certificadas, fertilizantes quimicos y pesticidas
inorganicos; se mantienen bajo una estructura protegida que aumenta los costos de
produccidn; genera impacto negativo ambiental y en la salud humana. Para mitigar los
efectos generados por este sistema productivo, es necesario generar alternativas de
produccion de plantulas y manejo del cultivo, que sean méas inocuas y econémicas, para
lograr de este modo una agricultura sostenible, que sea amigable con el ambiente y reduzca

los problemas en la salud de consumidores y los agricultores.

Una de las alternativas para lograrlo, es el uso de Microorganismos Promotores de
Crecimiento Vegetal (MPCV) que mejoran el crecimiento y desarrollo de las plantas, por su
actividad biofertilizante, al aumentar la disponibilidad de los nutrientes y facilitar su
absorcion, mediante mecanismos directos de solubilizacion de nutrientes, fijacion de
nitrégeno, produccion de reguladores de crecimiento vegetal y mecanismos indirectos de
control biol6gico de patdgenos (Mejia et al., 2016). EIl uso de inoculantes de MPCV a
partir de bacterias y hongos, como agentes de control bioldgico permite reducir o eliminar
las aplicaciones de fungicidas y promover el crecimiento de las plantas, al favorecer la
asimilacion del fésforo y fijar el nitrégeno atmosférico (Bach y Diaz, 2008).

1



En este sentido, en estudios realizados en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L),
inoculadas con cepas de Bacillus sp., B. subtilis, Pseudomonas putida, P. fluorescens y
Enterobacter sp., se determiné in vitro que estos microorganismos tienen la capacidad de
sintetizar &cido indol acético (AlA), solubilizar fésforo, posteriormente propiciar un efecto
positivo sobre el desarrollo de las plantulas en longitud radical, altura, produccién de

biomasa y adquisicion de fosforo (Hariprasad et al., 2009).

Asimismo, al evaluar la promocion del crecimiento de Trichoderma spp. en plantulas de
Capsicum chinense Jacg. en la peninsula de Yucatén, de 14 cepas evaluadas, cinco tuvieron
una respuesta positiva en las variables de crecimiento, al incrementar la altura, longitud en

la raiz, volumen radical y de la biomasa seca total (Candelero et al., 2015).

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) mejoran el crecimiento, y reducen las
afectaciones causadas por patdgenos en S. lycopersicum, donde aumentaron el crecimiento,
rendimiento y calidad de fruto (Alvarado et al., 2014; Charles y Martin, 2015).

Estos MPCV han demostrado su efectividad al ser inoculados de manera individual,
consorcio de cepas de especies del mismo género o de diferente género en varios cultivos,
pero existe poca evidencia de su respuesta, cuando se aplican en consorcios de diferentes
géneros o tipos de microorganismos; varios autores han reportado un efecto diferenciado,

que se atribuye al tipo de cepa, de cultivo y las condiciones de su establecimiento.

El presente estudio plante6 evaluar el numero e intervalo de aplicaciones de los MPCV:
Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum y los HMA en forma individual y consorcios

sobre el crecimiento y calidad en plantulas de tomate.



1.2 ANTECEDENTES

1.2.1. MICROORGANISMOS PROMOTORES DE CRECIMIENTO VEGETAL.:

Los Microorganismos Promotores de Crecimiento Vegetal (MPCV), incluyen a las
rizobacterias y hongos promotores de crecimiento vegetal, fijadores de nitrégeno de vida
libre y hongos micorrizicos arbusculares (HMA), tienen un efecto directo o primario en la
nutricion vegetal y, por ende, en la estimulacion del crecimiento de las plantas (Cano,
2011).

Ademas en muchos casos, algunos promotores de crecimiento han demostrado tener
efecto en el control de plagas y enfermedades. Tal es el caso de los Bacillus subtilis,
Trichoderma harzianum y los HMA, utilizados desde hace afios en la agricultura para el
control de enfermedades con resultados exitosos.

1.2.3 RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal llamadas (PGPR) por sus siglas en
inglés, son bacterias de vida libre, que habitan en la rizosfera, con capacidad promotora de
crecimiento de vegetal y antagonica contra organismos fitopatégenos. Para que una bacteria
sea considerada como PGPR, debe cumplir tres aspectos: tener un buen tiempo de
permanencia en la rizosfera después de la inoculacion (una poblacién introducida que
disminuye rapidamente, tendrd poca capacidad de competir con otros microorganismos);
colonizar la superficie de las raices, para ejercer un efecto fisioldgico directo sobre el
crecimiento de las plantas; y deben ser inocuas para el suelo, agua, plantas, animales y el
hombre (Bach y Diaz, 2008).

Las PGPR pueden promover el crecimiento mediante mecanismos directos e indirectos.
Dentro de los mecanismos directos se destacan: la fijacion del nitrégeno y produccion de
sustancias reguladoras del crecimiento. Dentro de los mecanismos indirectos se encuentran
la produccion de sustancias que movilizan o solubilizan nutrientes, produccion de
antibidticos, sideréforos, sustancias que inducen la resistencia sistémica y de otras
sustancias con actividad para el control de patdgenos, como son enzimas liticas y cianuro
de hidrégeno. Adicionalmente es importante la actividad ACC desaminasa, involucrada en

degradacion de etileno producido por las plantas (Bach y Diaz, 2008; Ribaudo et al., 2012).
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Producen acidos organicos como el oxalico, citrico, isobutirico, isovalérico, malonico,
lactico, succinico, malico, gluconico, acético, glicénico, fumérico, adipico, indolacético y
2—cetoglucdnico, que tienen capacidad de formar complejos estables con Al y Fe, reducen
el pH en la rizésfera de la planta, condiciones bajo las cuales se incrementa la
disponibilidad de micronutrientes, como Fe, Zn y Mn (Paredes y Espinosa, 2010), son
capaces de actuar como quelantes del ion calcio en condiciones apropiadas al acidificar el
medio, lo que genera disolucion de fosfatos de calcio y reduccion de la precipitacion de los
fostatos. En la solubilizacion del fosforo por las PGPR también pueden actuar enzimas
como las fitasas, las cuales permiten la liberacion del fésforo insoluble a partir de la
hidrélisis de fosfatos organicos denominados fitatos (ldriss et al., 2002; Corrales et al.,
2014).

La produccion de fitohormonas es el mecanismo mas importante por el cual muchas
PGPR promueven el crecimiento de las plantas (Spaepen et al. 2007), producen reguladores
de crecimiento, como auxinas, giberelinas y citoquininas o precursores de éstos (Jiménez et
al., 2001). Generan una mejor regulacion de estomas, lo que evita el deterioro de la planta
y produce un desarrollo radical mas ramificado, lo que favorece la absorcion de agua y la

absorcion de los nutrientes del suelo (Vernner y Martin, 2009).

Estudios han demostrado que las PGPR pueden estimular el crecimiento de las plantas,
mediante la produccién de auxinas principalmente el cido indol acético (AlA) (Spaepen et
al. 2007). El AIA es responsable de la divisidn, expansion y diferenciacion de células y

tejidos vegetales y estimula la elongacién de las raices (Kumar et al., 2013).

Entre los géneros de Rizobacterias reportados con capacidad promotora del crecimiento
se encuentran Pseudomonas, Azospirillum, Burkholderia, Bacillus, Enterobacter,
Rhizobium, Erwinia, Alcaligenes, Arthrobacter, Acinetobacter y Flavobacterium entre
otros (Sanchez et al., 2014).

La inoculacion de PGPR (Enterobacter sp., Pseudomonas sp. y Bacillus sp ) en tomate,
muestra que estas tienen capacidad intrinseca para solubilizar una fuente de fésforo poco
soluble, algunas presentan actividad fosfatasa y son capaces de producir indoles y

siderdforos bajo las condiciones evaluadas. Las cepas TVL-2 Enterobacter sp y PSO14



Bacillus sp. aumentaron significativamente la biomasa y desarrollo de la planta, asi como el

rendimiento en la produccién de frutos (Sanchez et al., 2012).

1.2.3.1 Bacillus subtilis: generalidades y la promocién de crecimiento vegetal

Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva, familia Bacilliaceae, fillum Firmicutes,
aerobia y anaerobia facultativa, quimioheterétrofa, con capacidad de formar endosporas;
estructuras de resistencia que pueden permanecer viables, durante una gran cantidad de
tiempo, hasta que las condiciones sea favorables para el desarrollo de la forma vegetativa.
B. subtilis se encuentra con frecuencia asociada a las plantas, ya sea en la rizosfera o en los
tejidos internos (Tejera et al., 2011). Puede actuar como agente de control bioldgico, por
sus efectos antagonicos mediante cinco mecanismos: parasitismo directo, produccion de
antibioticos extracelulares, produccion de enzimas liticas, competencia por los nutrientes en
el hospedante y estimulacién de sus mecanismos de defensas a través de la resistencia

sistémica inducida (Ruiz et al., 2016).

Adicionalmente B. subtilis, es considerada una especie productora de lipopéptidos,
compuestos reconocidos debido a su capacidad de actuar como agentes antimicrobianos,
inmunosupresores Yy citotoxicos (Raaijmakers et al., 2010; Posada, 2017). Se han descrito
diferentes potencialidades en cepas de este género, para promover el crecimiento de las
plantas, aunque sin duda, su estudio se ha enfocado en la capacidad de ejercer efecto

antagénico contra una gran variedad de hongos fitopatogenos (Tejera et al., 2011).

Se ha reportado su efecto promotor de crecimiento mediante distintos mecanismos:
Produccion de reguladores de crecimiento vegetal, solubilizacién de fosforo, produccion de
la 1-aminociclopropano-1-acidocarboxilico (ACC desaminasa) precursor del etileno,
produccion de sideroforos y supresion o inhibicion del crecimiento de microorganismos
perjudiciales por antagonismo, produccién de metabolitos secundarios (sideroforos,
antibidticos, accion de enzimas liticas) e induccion de resistencia sistémica (Mejia et al.,
2016).

El género Bacillus ha demostrado la capacidad de solubilizar fosforo, destacandose las

especies B. megaterium y B. subtilis, debido a que excretan al medio &cidos orgéanicos,
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como principal mecanismo de solubilizacion (Rajankar et al., 2007). Adicionalmente este

género ha sido reportado como productor de AIA (Camelo et al., 2011).

Asimismo, en plantas de tomate inoculadas con B. subtilis el rendimiento de fruto se
incrementd en 25% con respecto al tratamiento testigo sin la bacteria (Mena y Olalde,
2007). En otro trabajo la inoculacion de cepas nativas de B. subtilis en semillas de tomate,
produjo pléantulas de mejor calidad y redujo en 50% la fertilizacion quimica en

comparacion con las plantulas que no fueron tratadas (Armenta et al., 2009).

Al evaluar el efecto de cepas nativas de Bacillus spp., en el crecimiento y rendimiento
de Capsicum chinense Jacq., se reportd que dos cepas de B. subtilis CBMT2 y CBMT51,
manifestaron los mas altos valores, en las variables evaluadas a los 60 y 140 dias después
del trasplante, en comparacion con la cepa de B. cereus y al testigo sin inocular (Mejia et
al., 2016). En chile jalapefio, las plantas inoculadas con cepas nativas de B. subtilis
presentaron la mayor biomasa seca, en comparacion con las inoculadas con las cepas

comerciales (Espinoza et al., 2003).

En la caracterizacion del potencial antagonista de dos cepas del género Bacillus y su
actividad de control bioldgico contra Rhizoctonia solani en tomate, B. subtilis present6
efecto promotor de crecimiento y control de R. solani, bajo condiciones de invernadero,

estadisticamente superior al testigo sin inocular (Kumar et al., 2013).

1.2.4 HONGOS PROMOTORES DE CRECIMIENTO VEGETAL.:
1.2.4.1 Trichoderma harzianum: generalidades y promocién de crecimiento vegetal

Trichoderma harziaunum es un hongo saprofito, cosmopolita, habitante del suelo y de
raices de plantas, simbionte de plantas y parésito de otros hongos. Inicialmente presenta
micelio de color blanco y eventualmente desarrolla un color verde oscuro, después de la
esporulacién. Forma conidiéforos verdes con diversas ramificaciones perpendiculares,
responsables de la produccion de esporas denominadas conidios, que pueden ser
dispersados por el viento, insectos, herramientas, ropa, etc. (Harman et al., 2004; Romero et
al., 2009).



Algunas cepas colonizan la superficie de la raiz, penetran en la epidermis y en algunas
capas corticales externas de células, por debajo de la epidermis de las plantas. Libera
moléculas bioactivas y al mismo tiempo modifica el transcriptoma y el proteoma de las
plantas, lo que genera en las plantas la induccién de vias de resistencia, aumento del

crecimiento y mayor absorcion de nutrientes (Harman et al., 2004; Harman, 2006).

T. harzianum es conocido por su efecto antagonico contra un amplio rango de
fitopatdgenos, su ubicuidad, facilidad de aislamiento, cultivo en un gran nimero de
sustratos, alta capacidad de reproduccion y colonizacion en distintos ambientes, de
competencia por espacio y nutrientes, ya que crece rapidamente y supera el crecimiento de

patdgenos (Cubillos et al., 2009; Fernandez y Suarez, 2009).

La inoculacion de T. harzianum aporta otros beneficios a las plantas; a traves de la
descomposicion de materia organica, libera nutrientes en formas disponibles para la planta,
y presenta actividad solubilizadora de fosfatos, por tanto se utiliza frecuentemente como un
organismo biofertilizante en diferentes productos comerciales (Moreno et al., 2007;
Valencia et al., 2007). Promueve el crecimiento y desarrollo de los cultivos mediante la
produccién de metabolitos que estimulan los procesos de desarrollo vegetal; tiene la
capacidad de multiplicarse en el suelo y colonizar las raices de las plantas liberando
reguladores de crecimiento: auxinas, giberelinas y citoquininas que estimulan la

germinacion y el desarrollo de las plantas (Altomare et al., 1999).

En la germinacién y crecimiento de plantulas de Maracuya (Passiflora edulis var.
flavicarpa Degener) inoculadas con cepas de T. harzianum, nativas de la zona bananera del
corregimiento de Sevilla (Magdalena, Colombia), se encontr6 que todos los tratamientos
estimularon la germinacion de las semillas y el desarrollo de las plantulas; sin embargo, en
concentraciones 10° y 10® conidias.mL™ mostr6 resultados superiores frente a la cepa
control (Cubillos et al., 2009).

Un estudio realizado con la cepa nativa de Yucatan T. harzianum (Th43-14) para el
control de Meloidogyne incognita en tomate, indujo incrementos significativos en la altura
y en la ganancia de biomasa seca total, respecto al testigo sin la aplicacion del hongo, por
tanto concluyen que esta cepa tiene efecto bioestimulante que promueve el crecimiento y

desarrollo de plantas de S. lycopersicum (Pinzon et al., 2015).



1.2.4.2 Hongos micorrizicos arbusculares (HMA): generalidades y promocion de

crecimiento vegetal

Los HMA forman asociaciones simbidticas con las raices de las plantas. Una parte de
ellos crece en el interior de la raiz, en el apoplasto de las células corticales y la otra en su
exterior, ambas comunicadas por un micelio externo que explora gran superficie de suelo.
Se consideran microorganismos simbidticos obligados, es decir no pueden completar su
ciclo de vida, sin establecer simbiosis con la raiz de una planta, razén por la cual estos
hongos no se pueden cultivar sin la presencia de raices, tanto in vitro como en condiciones
de invernadero. Se denominan arbusculares ya que en las células corticales de la raices, sus
hifas forman estructuras, que parecen tener forma de arbolitos microscopicos. Ademas en
muchas ocasiones al colonizar la planta intraradicalmente, desarrollan unas estructuras que

reciben el nombre de vesiculas, donde almacenan sustancias de reserva (Reyes, 2011).

La aplicacion de HMA en los sistemas agricolas sostenibles, tiene potencial en la
reduccion de las afectaciones producidas por patdgenos y otros beneficios entre los que se
encuentran, incrementos en el crecimiento y productividad de las plantas, mejoras en la

nutricion del fosforo y tolerancia a toxicidad de metales (Pérez et al., 2010).

Por medio de sus hifas los HMA transportan varios elementos del suelo al interior de la
planta huésped, entre ellos fésforo, zinc y cobre, cuya disponibilidad para las plantas es
limitada. Estos hongos por medio de su micelio extraradical pueden explorar mayor area de
superficie de suelo, lo que le permite una mayor capacidad de captacion de agua, y a su vez
reduce el estrés hidrico causado por alta salinidad, metales pesados y compuestos toxicos
que se pueden acumular en el suelo. EI micelio extraradical es profuso y contribuye a la
formacion de agregados del suelo, con lo cual mejora sus propiedades fisicas evitando la

erosion (Reyes, 2011).

Se han demostrado los efectos benéficos de la asociacion simbiotica entre los HMA y
las plantas tales como: incremento en la superficie de absorcidon de agua y de nutrimentos,
de los pelos radiculares, mas el producido por la cobertura del hongo, incremento de la vida
util de las raices absorbentes, mejoramiento de la absorcion ionica y acumulacion eficiente,
especialmente, en el caso del fosforo, solubilizacion de minerales, que facilita su absorcion,

aumento de la capacidad fotosintética y por ende, de la produccion de biomasa de las



plantas, resistencia de raices a infecciones causadas por patdgenos, ocupacion de los
espacios radiculares, incremento de la tolerancia de las plantas a toxinas del suelo, a valores
extremos de acidez del suelo y disminucion del estrés causado por factores ambientales
(Cano, 2011).

Los HMA inducen cambios en la composicion de los exudados de las raices, al
modificar la estructura de la comunidad bacteriana de la rizosfera, lo que lleva a la
formacion de la micorrizosfera, por lo cual, pueden ser utilizados como agentes de control
bioldgico (BCA) de enfermedades de la raiz; el efecto de los HMA sobre las bacterias de la
rizosfera estaria mediado por factores fisicos o quimicos de compuestos volatiles o

superficiales asociados con el micelio del hongo y el sustrato (Lioussanne et al., 2010).

Con la aplicacion de Glomus cubense y humus de lombriz en tomate bajo sistema
protegido, se encontré que la aplicacion de HMA, fue maés eficiente que el humus de
lombriz, al 25% de la dosis de fertilizante mineral. Por otra parte al incrementarse la
fertilizacion mineral al 50%, se pudo apreciar sinergismo entre ambos productos, al ser mas
eficiente la aplicacién combinada, obteniéndose una produccion superior a la que aporto la
dosis dptima del fertilizante mineral. La aplicacion combinada de los HMA y humus de
lombriz, mejoraron la calidad bromatoldgica de los frutos de tomate, con respecto a los
parametros de solidos solubles totales (°Brix) y vitamina C (Charles y Martin, 2015).

En estudios realizados para evaluar la aplicacion de HMA, Rhizophagus intraradices en
cultivo de tomate, bajo condiciones de cultivo protegido, encontraron que plantas
inoculadas con HMA incrementaron significativamente el contenido de clorofila, altura de
planta comparado con plantas no inoculadas. lgualmente, se observaron incrementos
significativos en el largo, diametro y peso de fruto, ademés, aumentd el rendimiento de

fruto por corte y el rendimiento acumulado en 30% (Alvarado et al., 2014).

La biofertilizacion de tomate con Glomus cubense, con inoculantes liquidos y solidos
en semillero bajo condiciones de estrés abiotico, tiene un efecto positivo en el crecimiento

y rendimiento a pesar de las condiciones desfavorables (Mujica y Fuentes, 2012).



1.24 CONSORCIOS DE MICROORGANISMOS PROMOTORES DE
CRECIMIENTO VEGETAL (MPCV).

La complejidad de las interacciones entre microorganismos y el efecto de su aplicacion
en plantas en forma de consorcios (en asociacion o union de varios tipos microorganismos),
dificulta el andlisis de estos sistemas. La mayoria han evaluado el efecto de la aplicacion
individualmente y en agrupaciones del mismo tipo de microorganismo, sus interacciones,
posibles simbiosis 0 antagonismos y el efecto que esto genera en la planta hospedera, pero

no existen muchos estudios sobre consorcios de diferentes tipos de microorganismos.

Estudios realizados sobre el efecto de HMA y las bacterias rizosféricas como alternativa
a la nutriciéon mineral del tomate, encontraron que para los tratamientos inoculados, se
obtuvieron los mayores valores de rendimiento con Glomus mosseae, G. mosseae +
Pseudomonas flourescens y G. mosseae + Azospirillum brasilense combinadas con el 50 %
de la fertilizacion nitrogenada. La inoculacion de HMA con bacterias rizosféricas mejoro la
absorcion de nitrégeno y fosforo (Hernandez y Chailloux, 2004).

Al evaluar el crecimiento y los cambios morfoldgicos de las raices de los cultivares de
fresa Senga Sengana, Kent y Elsanta, tratados con una mezcla de Glomus spp. (G.
mosseae, G. intraradices, G. caledonium, G. viscosum y G. coronatur), Trichoderma
viride y B. subtilis, P. fluorescens y Streptomyces spp.) y fertilizantes foliares, encontraron
aumento en el crecimiento de las raices en los tres cultivares, lo que se relacioné con el
aumento el pH de la rizosfera, por la actividad de microorganismos y la respuesta

genotipica de los cultivares a la inoculacion (Malusa et al., 2007).

Bacterias del suelo asociadas a HMA, en Solanum tuberosum L., aumentaron la
colonizacion de los HMA y su capacidad de inhibir patdgenos como Erwinia carotovora,
Phytophthora infestans y Verticillium dahliae. También aumentaron la solubilizacion de
fosforo y la produccion de acido indol acético, lo que mejoro su capacidad para adquirir

nutrientes minerales y el crecimiento de las plantas (Bharadwaj et al., 2008).

Al evaluar la interaccion entre G. mosseae y hongos promotores de crecimiento de
plantas, como Penicillium simplicissimum GP17-2 y T. harzianum GT3-2 en plantas de
pepino (Cucumis sativus L.), encontraron que la co-inoculacién de G. mosseae con T.
harzianum mostrd sinérgicamente un mayor crecimiento de las plantas. Ademas notaron
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que la inoculacion combinada de los tres microorganismos suprimié la enfermedad
damping-off, ocasionada por R. solani, y G. mosseae redujo la incidencia de la enfermedad,
si era previamente inoculado en las plantas antes que el patdgeno. Igualmente, observaron
que la inoculacion combinada de T. harzianum con G. mosseae aumento el porcentaje de
colonizacion radical de los HMA. En contraste, la presencia de G. mosseae disminuyd el
desarrollo de la poblacién de T. harzianum alrededor de las raices; sin embargo, el
crecimiento de P. simplicissimum no se afectd. La proteccion contra la enfermedad con la
inoculacion de cada una de las especies solas, P. simplicissimum, T. harzianum y G.
mosseae fue aumentando significativamente, cuando se combino cada una con G. mosseae
(Chandanie et al., 2009).

Sobre las interacciones entre HMA, Trichoderma y Pseudomonas, se reportan
relaciones antagénicas o sinérgicas durante el establecimiento, adaptacion y proliferacion
de los microorganismos en la rizosfera, debido a la produccion de compuestos antibidticos
por parte de los mismos. Trichoderma produce compuestos anti fungicos, que reducen la
colonizacion radicular de los HMA. Por otra parte los exudados del micelio de los HMA,
pueden estimular la presencia de bacterias, como Pseudomonas, en la rizosfera. A pesar de
estos cambios en la comunidad microbiana de la rizosfera, los efectos benéficos en las
plantas, debido a la inoculacién de los consorcios, como el control de agentes patdgenos y
la promocion del crecimiento en las plantas se mantienen. Esto puede deberse a la accion
complementaria de estos microorganismos para el beneficio de las plantas, a pesar de que
se de la competencia entre especies. Las interacciones de los microorganismos micorrizas,
Pseudomonas spp. y Trichoderma spp. contribuyen al control bioldgico de patégenosy a la

estimulacion del crecimiento vegetal (Cano, 2011).

La produccion de plantulas de Agave tequilana Weber var. Azul, mediante la
inoculacién de Trichoderma spp., B. subtilis o la mezcla de ambos, se encontré que estos
microorganismos se establecen en el area de la rizosfera, generando un ambiente de
equilibrio de poblaciones antagonistas, que no permite que las poblaciones de Fusarium
spp. se aumenten. Por tal razon las plantulas estaran mejor preparadas para enfrentar las
condiciones de estrés del trasplante y la presion de la poblacion nativa de organismos
habitantes del suelo (Tlapal et al., 2014).
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1.3 HIPOTESIS

e EI uso del consorcio de microorganismos promotores de crecimiento vegetal
formado por Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum y Hongos Micorrizicos
Arbusculares, permite obtener plantulas de tomate, de igual crecimiento y calidad, a las

obtenidas mediante fertilizacion quimica.
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1.4. OBJETIVOS
1.4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la aplicacion de microorganismos promotores de crecimiento
vegetal (MPCV): Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum y Hongos Micorrizicos
Arbusculares (HMA) en el crecimiento y calidad de plantulas de tomate (Solanum

lycopersicum L.).

1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el nimero e intervalo de aplicaciones de los MPCV: Bacillus subtilis,
Trichoderma harzianum y HMA en forma individual y su efecto en el crecimiento y calidad

de plantulas de tomate.

2. Evaluar el crecimiento y calidad de plantulas de tomate obtenidas con la aplicacion
de tratamientos de consorcios de MPCV: B. subtilis, T. harzianum y HMA.
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1.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Se trabajé con cepas del Instituto Tecnoldgico de Conkal, de microorganismos
promotores de crecimiento vegetal (MPCV) B. subtilis cepa K-47 y T. harzianum cepa 33-
59, que se multiplicaron en el laboratorio, para preparar las soluciones de los inoculantes
ajustadas a concentraciones de 10® y 107 esporas.mL?, respectivamente. En cuanto a los
Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) se trabajo con el producto comercial Rizofermic

que contiene 20 esporas.g™ de 11 especies de HMA con una dosis de un gramo por alveolo.

Se evalud el efecto en el crecimiento y calidad de plantulas de tomate, hibrido Pony
express, en tres momentos de inoculacion de los MPCV, para cada uno de los
microorganismos: 1) solo en semilla, 2) en semilla con refuerzo en alveolo el primer dia
después de la siembra (dds) y 3) en semilla con refuerzo en alveolo a los 13 dds, un testigo
quimico y un testigo sin inocular. Se estableci6 un disefio completamente al azar DCA, con
11 tratamientos, cinco repeticiones y se midieron las variables de crecimiento a los 19 y 28
dds.

Se realiz6 un segundo ensayo, donde se aplico la mejor forma de inoculacion obtenida
en el ensayo uno, con los tratamientos de los tres microorganismos individualmente y los
consorcios conformados por parejas y los tres microorganismos, comparados con un testigo
quimico y un testigo sin inocular. Se establecié en un disefio experimental completamente
al azar, con nueve tratamientos, 20 repeticiones y se midieron las variables no destructivas

alos 19, 24, 29 y 34 dds y un muestreo final no destructivo a los 45 dds.

A partir de los valores obtenidos se calcularon los indices de calidad de plantula. Los
resultados obtenidos se analizaron mediante andlisis de varianza y comparacion de medias
con la prueba de Tukey (P<.0.05).
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2.1 RESUMEN

Ante los costos y la contaminacion que implica la produccion de plantulas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) vigorosas y de calidad, para su cultivo comercial; el empleo de
inoculantes microbianos con capacidad promotora de crecimiento vegetal, representa una
alternativa viable para reducir el uso de fertilizantes. Razon por la cual, en este estudio se
evalud el efecto de la aplicacion de Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum y hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), de forma individual y en consorcios, en el crecimiento y
calidad de plantulas de tomate hibrido Pony express. Primero, se definié el numero e
intervalo de inoculacion de los microorganismos con la evaluacién de tres variantes: 1) la
inoculacion solo en semilla, 2) inoculacién en semilla y refuerzo un dia después de siembra
(dds.) y 3) inoculacién en semilla y refuerzo a los 13 dds. Después se evalu6 los inoculantes
de forma individual y en consorcios, bajo un disefio completamente al azar. Los resultados
indicaron que la aplicacion de los inoculantes microbianos a la semilla y al sustrato a los 13
dds, tiene un mayor efecto promotor de crecimiento en las plantulas de tomate; y el
consorcio de B. subtilis, T. harzianum y HMA manifesto un efecto sinérgico en la
promocion del crecimiento y calidad de plantulas de tomate, en comparacién con los demas
tratamientos, al registrar valores similares al control con fertilizacion. Sin embargo, al
carecer de fertilizacion, las plantulas inoculadas, presentaron un contenido nutrimental
bajo. Esta respuesta sugiere, que la aplicacion del consorcio de inoculantes microbianos,
permite reducir la fertilizacion quimica en la produccion de plantulas de tomate, pero se
requiere determinar la dosis éptima de fertilizacion.

Palabras clave: Consorcio, Bacillus subtilis,  hongos micorrizicos arbusculares,

inoculacién, Trichoderma harzianum.
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ABSTRACT

Given the costs and contamination involved in the production of high quality and vigorous
tomato seedlings (Solanum lycopersicum L.), for commercial cultivation; the use of
microbial inoculants with plant growth promoting capacity represents a viable alternative to
reduce the use of fertilizers. This is the reason why in this study, was assessed the effect of
the application of Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum and mycorrhizal fungi (AMF),
individually and in consortia, on the growth and quality of Pony express hybrid tomato
seedlings. First, the number and interval of inoculation of the microorganisms was defined
with the evaluation of three variants: 1) only in seed inoculation, 2) inoculation in seed and
reinforcement one day after sowing (dds.) And 3) inoculation in seed and reinforcement at
13 dds. The inoculants were then evaluated individually and in consortiums, under a
completely randomized design. The results indicated that the application of microbial
inoculants to the seed, and the substrate at 13 dds has a greater growth-promoting effect on
tomato seedlings; and the consortium of B. subtilis, T. harzianum, and AMF showed a
synergistic effect in the promotion of the growth and quality of tomato seedlings; In
comparison with the other treatments, registering similar values to the control with
fertilization. However, in the absence of fertilization, the inoculated seedlings had a low
nutritional content. This response suggests that the application in the consortium of
microbial inoculants allows to reduce chemical fertilization in tomato seedling production,
but it is necessary to determine the optimal fertilization dose.

Keywords: Consortium, Bacillus subtilis, fungi mycorrhizal arbusculares, inoculation,

Trichoderma harzianum.
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2.2. INTRODUCCION

Uno de los puntos criticos en los sistemas de produccion agricola, es partir de plantulas
vigorosas Y de calidad fitosanitaria (Rojas, 2002). Para obtenerlas se emplean tecnologias y
agroguimicos que aumenta los costos de produccion, generan impacto negativo ambiental y
en la salud humana. Para mitigar los efectos generados por el uso excesivo de fertilizantes
y pesticidas quimicos, es necesario desarrollar esquemas de produccion de plantulas y
manejo del cultivo, que sean inocuas y econémicamente rentables, con enfoque hacia una

agricultura sostenible.

Una alternativa viable para reducir el uso de agroquimicos es el empleo de inoculantes
bioldgicos, como los microorganismos promotores de crecimiento vegetal (MPCV) que han
demostrado su efectividad al promover el crecimiento y desarrollo de las plantas, mediante
mecanismos de solubilizacién y captacion de nutrientes, fijacion de nitrégeno atmosférico,
produccién de sustancias reguladoras de crecimiento vegetal y control biologico de
patégenos (Bach y Diaz, 2008). Dentro de los MPCV reportados se destacan Bacillus
subtillis, Trichoderma harzianum y hongos micorrizicos arbusculares (HMA).

En este sentido B. subtillis es una bacteria promotora de crecimiento en cultivos de
Solanum lycopersicum (Mena y Olalde, 2007), Abelmoschus esculentus y Amaranthus sp.
(Adesemoye et al., 2008), y C. annuum (Pefia et al., 2016), entre otros, y antagonista
contra Rhizoctonia solani (Selva et al., 2013), Colletotrichum gloeosporioides (Ruiz et al.,
2014), etc. Asi mismo, T. harzianum es un hongo saprdéfito, promotor de crecimiento en
plantas de Pinus radiata (Donoso et al., 2008), plantulas de Passiflora edulis (Cubillos et
al., 2009), Pisum sativum (Camargo y Avila, 2014), S. lycopersicum (Moo-Koh et al.,
2016), entre otros y antagonista de Fusarium sp. (Reyes et al., 2012; Mis et al., 2015),
Capsicum chinense (Candelero et al., 2015), y Meloidogyne incognita en S. lycopersicum
(Pinzon et al., 2015). Por otra parte los HMA forman asociaciones simbioticas con las
raices de las plantas que mejoran el crecimiento, y reducen las afectaciones causadas por
patégenos en S. lycopersicum, donde aumenta el crecimiento, rendimiento y calidad de
fruto (Alvarado et al., 2014; Charles y Martin, 2015).

Estos MPCV han demostrado su efectividad al ser inoculados de manera individual o
consorcios de cepas de especies del mismo o diferente género en varios cultivos como la
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asociacion de bacterias del suelo con HMA en S. tuberosum, estimulo el crecimiento,
mejord la captacion de nutrientes y redujo la severidad de enfermedades (Bharadwaj et al.,
2008), y la interaccion de Glomus mosseae y T. harzianum, en plantas de Cucumis sativus
L., propicié un efecto sinérgico en el crecimiento de las plantas (Chandanie et al., 2009).
Sin embargo, existen pocos estudios de la respuesta cuando se aplican en consorcios
(asociaciones de distintos tipos microorganismos) de diferentes géneros en calidad de
plantulas; y por otra parte varios autores han reportado un efecto diferenciado, que se

atribuye al tipo de cepa microbiana, el cultivo y las condiciones de su establecimiento.

Estos resultados sugieren que la aplicacion del consorcio de los tres MPCV en plantulas
de tomate, incrementa el efecto sinérgico del crecimiento y calidad fitosanitaria en
comparacion con su aplicacion individual o en consorcio de dos MPCV. Por tal motivo, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar el nimero e intervalo de aplicaciones de MPCV:
B. subtilis, T. harzianum y HMA, en forma individual y en consorcios, y su efecto en el

crecimiento y calidad de plantulas de S. lycopersicum.
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2.3 MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el Instituto Tecnoldgico de Conkal (ITC), Yucatan,
México, durante el periodo de enero de 2017 a febrero de 2018. Comprendi6 dos ensayos:
1) Determinar el nimero e intervalo de aplicacion de microorganismos promotores de
crecimiento vegetal (MPCV) y 2) Respuesta de la inoculacion de MPCV de forma
individual y en consorcios en el crecimiento y calidad de plantas de tomate hibrido Pony

eXpress.

2.3.1 Preparacion de inoculo de los microorganismos

Las cepas K-47 de Bacillus subtilis (Gen bank KC223575), y 33-59 Trichoderma
harzianum (Gen bank MF078648), pertenecen al cepario de los laboratorios de
Microbiologia y Fitopatologia (respectivamente) del Instituto Tecnoldgico de Conkal. Se

realizd la multiplicacién de las mismas, como se describe a continuacion:

B. subtilis, se activd en agar Nutritivo contenida en caja Petri de 6¢cm de didmetro y se
verificd su mediante tincién de Gram, se observo que todas las células fueran bacilos gram
positivos, sin presencia de contaminantes. La cepa se incrementd en cultivé de caldo
nutritivo (CN) en matraces de 250 mL, a 30°C con agitacion constante a 150 RPM, durante
siete dias, hasta que se detectd esporulacion. Este medio de cultivo se depositd en tubos
eppendorf de 50 mL y se centrifugd a 3000 RPM, 28°C por 15 minutos. Se elimino el
sobrenadante y el sélido blanco del fondo con la bacteria se suspendié en 100mL de agua
destilada estéril. En la solucion obtenida se determind la concentracion, mediante conteo en

camara de Neubauer y diluyd hasta ajustar a 108 esporas.mL™ (Rivera et al., 2016).

T. harzianum, se reactivé e increment6 en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA)
contenida en caja Petri de 10 cm de didmetro, que se incub0 a condiciones ambientales,
hasta que el micelio del hongo cubrid la caja Petri y se detectd la esporulacion. A la caja
Petri con la cepa del hongo se le adiciond nueve mililitros de agua destilada estéril y se
raspd. La solucion se filtrd a través de una de gasa y deposito en un tubo ependorff de 50
mL, para obtener la solucion madre de esporas, de la cual se tomo una alicuota de 100uL y
diluy6 en 900uL de agua destilada estéril (Moo et al., 2014). En la solucion obtenida se
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determind la concentracion, mediante conteo en camara de Neubauer y diluyo hasta ajustar
a 107 esporas.mL™,

En cuanto a los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA), se emple6 el producto
comercial Rizofermic, producido por la Universidad Veracruzana que contiene 20 esporas.
g de 11 especies de HMA nativos del estado de Veracruz: Acaulospora morrowiae,
Acaulospora spinosa, Acaulospora scrobiculata, Funneliformis mosseae, Funneliformis
geosporus, Gigaspora rosea, Gigaspora decipiens, Glomus macrocarpum, Glomus
aggregatum, Rhizophagus intraradices, Scutellospora pellucida y Claroideoglomus
etucaticum. Se empleo una dosis de 2 esporas.mL™ solucion para la inoculacion en semilla

y 20 esporas/planta y en la cavidad de la charola.

2.3.2 Ensayo 1: Efecto de diferentes aplicaciones de inoculantes de MPCV

Para evaluar el efecto de tres diferentes formas de inoculacion de los MPCV: 1)
Inoculacion en semilla, 2) Inoculacion en semilla y en la cavidad de la charola el primer dia
después de siembra (dds) y 3) Inoculacion en semilla y en la cavidad de la charola a los 13
dds. La concentracion de las soluciones para cada microorganismo fue: B. subtilis 108
esporas.mL™, T. harzianum 107 esporas.mL? y Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA)
2 esporas.mL! solucion inoculacion en semilla + 20 esporas por planta en la cavidad de la
charola.

2.3.2.1 Inoculacidn de semilla con MPCV

Las semillas de tomate hibrido Pony express (S. lycopersicum) se lavaron tres veces en
agua destilada estéril, para eliminar los plaguicidas externos con la que fue tratada para
prevenir el atague de patdgenos con origen en el suelo. Se conformaron 11 grupos de 100
semillas que fueron sumergidas en 50 mL de la solucion de microorganismos
correspondiente al tratamiento: 1. (TQ): Testigo quimico, fertilizado con Polifeet 1g.mL™*
cada tercer dia, a partir de 10 dias después de la germinacion, 2. (TN): Testigo no
inoculado 3. (BSs): Bacillus subtillis inoculado en semilla. 4. (BS1dds): B. subtillis
inoculado en semilla y refuerzo el primer dia después de siembra. 5. (BS13dds): B.
subtillis: inoculado en semilla y refuerzo 13 dds. 6. (MAs): Hongos Micorrizicos
Arbusculares (HMA) inoculado en semilla. 7. (MA1dds): HMA inoculado en semilla y
refuerzo 1 dds. 8. (MA13dds): HMA: Micorrizas inoculado en semilla y refuerzo 13 dds. 9.
(THs): Trichoderma harzianum inoculado en semilla. 10. (TH1dds): T. harzianum:
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inoculado en semilla y refuerzo 1 dds. 11. (TH13dds): T. harzianum inoculado en semilla y
refuerzo 13 dds. Para mejorar la adherencia de los MPCV se adicion6 Tween 20
(tensoactivo tipo polisorbato) al 0.5% de concentracién a la solucion. Las soluciones con
las semillas se sometieron a agitacion constante a 180 RPM a 30°C durante 10 minutos.
Para la inoculacion realizada al 1 dds y 13 dds, se aplicé en cada cavidad de la charola,
4mL de la solucion de microorganismos a las concentraciones anteriormente mencionadas.

Se realiz6 la siembra el 13 de abril de 2017 y se hizo seguimiento durante 28 dias.

2.3.2.2 Germinacioén de semillas

Las semillas de tomate tratadas con los MPCV Yy testigos se germinaron en charolas de
poliestireno de 77 cavidades redondas de uso forestal (60cm de largo, 35 cm de ancho, 16
cm de alto con un didmetro de cavidad de 3.9 cm). Esto con el fin de que las plantulas
tengan mayor espacio para su desarrollo y se pueda expresar el efecto de los MPCV.
Fueron previamente lavadas y desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1% durante 15 min,
y provistas de sustrato comercial sunshine (70% a 80% de turba canadiense esfagnacea,
vermiculta, piedra caliza, yeso agricola y agente humectante), se depositdé una semilla
inoculada previamente por cavidad y se agregd la solucion de MPCV al sustrato a los
tratamientos correspondientes. Las charolas se cubrieron con plastico negro para mantener
la humedad y temperatura estable e inducir una germinacion homogénea, y al germinar se

destaparon y trasladaron a una estructura protegida.

2.3.3 Ensayo 2: Evaluacion de aplicacion de tratamientos de consorcios de MPCV

El tratamiento de inoculacion de los MPCV en semilla y refuerzo de 4 mL de solucién
de microorganismos aplicado al sustrato de la cavidad de las plantulas a los 13 dds, fue el
que resulté adecuado con base a las variables evaluadas en el ensayo 1 y fue considerado
para evaluar el efecto de la aplicacion de MPCV: B. subtilis, T. harzianum y HMA, en
forma individual y en consorcios, en el crecimiento y calidad de plantulas de S.

lycopersicum.

2.3.3.1 Inoculacién de semilla con MPCV

La inoculacion de las semillas de tomate (S. lycopersicum ) hibrido Pony express fue
similar al ensayo 1, las diferencias fueron que se conformaron nueve grupos de 50 semillas

y los tratamientos: 1. (TQ): Testigo quimico, fertilizado con Polifeet 1g.mL™? cada tercer
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dia, 10 dias después de la germinacion, 2. (TN): Testigo no inoculado 3. (BS): Bacillus
subtillis 4. (MA): Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA), 5. (TH): Trichoderma
harzianum, 6. (BS+MA) B. subtillis + HMA, 7. (BS+TH) B. subtillis + T. harzianum, 8.
(TH+MA) T. harzianum + HMA y 9. (BS+MA+TH): B. subtillis + T. harzianum + HMA,

se realizo la siembra el 3 de agosto y evalud durante 45 dias.

2.3.3.2 Germinacioén de semillas

El procedimiento de siembra y germinacion fue similar al ensayo 1.

2.3.3.3 Manejo de plantulas

Las plantulas se regaron diariamente, con el mismo volumen de agua por tratamiento,
se monitorearon para hacer seguimiento a las variables de estudio y verificar la sanidad de
las plantulas.

2.3.4 Variables de estudio

En los dos ensayos, en los muestreos destructivos se midieron las variables de
crecimiento: Altura de plantula (cm), didmetro de tallo (mm) en la base del tallo, nimero de
hojas, area foliar (cm?), masa seca parte aérea (MSA) (g) y masa seca raiz (MSR) (g). A
partir de los valores obtenidos se calcularon los indices de calidad de plantula: el indice de
robustez mediante el cociente entre altura de la plantula (cm) y didmetro del tallo (mm) y el
indice de calidad de Dickson (Masa total de la planta) / ((Altura/Didmetro) + (MSA /
MSR)) (Birchler et al., 1998).

Adicionalmente se determind el porcentaje de colonizacién micorrizica, en los
tratamientos micorrizados y el testigo, mediante la técnica de tincién desarrollada por
Rodriguez et al. (2015), con variaciones en los tiempos sugeridos. Para la decoloracion, las
raices fueron sumergidas cinco minutos en solucion de KOH al 10% y para se tifieron con
tinta Parker durante tres minutos.

Para el ensayo dos, se determiné el contenido de nutrientes en las plantulas, con un

espectrometro de microfluorescencia de rayos X, M4 TORNADO 100, marca Bruker.
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2.3.5 Disefio experimental y analisis estadisticos

Los dos ensayos se establecieron en un disefio completamente al azar (DCA). El
ensayo 1, const6 de 11 tratamientos cada uno con cinco repeticiones y nueve plantas por
unidad experimental. Se realizaron dos muestreos destructivos a los 19 dds y 28 dds. El
ensayo 2, estuvo conformado por nueve tratamientos cada uno con veinte repeticiones y
una planta como unidad experimental. Se realizaron cuatro muestreos no destructivos a los
19, 24, 29 y 34 dds para medir: altura de plantulas (cm), diametro de tallo (mm) y nimero

de hojas y un muestreo final destructivo a los 45 dds.

Los resultados de las variables medidas se sometieron a un analisis de varianza y
comparacion de medias con prueba de Tukey (P < 0.05) y se procesaron los datos con el
programa estadistico IBM SPSS Statistics 20.
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSION
2.4.1 Efecto de diferentes aplicaciones de inoculantes de MPCV

El analisis estadistico de las variables de estudio, para definir el nimero e intervalo de
aplicaciones de inoculantes microbianos y su efecto sobre el crecimiento y calidad de
plantulas de tomate (Cuadro 1); manifesto diferencias significativas entre tratamientos, que
no son consistentes para las dos fechas de evaluacion, a los 19 dds y 28 dds, con excepcion

del tratamiento a base del inoculante microbiano de Trichoderma harzianum.

Las semillas de tomate que manifestaron los valores més altos en las variables de
crecimiento (altura, area foliar, masa seca aérea y diametro de tallo), indice de calidad de
Dickson fueron las inoculadas con T. harzianum (al 1ler. dds o 13 dds) en ambas fechas de
evaluacidn, fueron superiores a los registrados por los inoculantes microbianos B. subtilis y
Micorrizas; y tratamientos con fertilizacion y sin inoculo (Cuadro 1). Estos tratamientos
también presentaron los menores valores de indice de robustez, indicador de plantulas méas

robustas.

Los tratamientos B. subtilis, T. harzianum y Micorrizas, inoculados en la semilla y
aplicacion a los 13 dds en ambas fechas de evaluacion (19 dds y 28 dds) manifestaron
valores superiores o similares en las variables de crecimiento (area foliar, masa seca a€rea,
diametro del tallo y masa seca raiz) e indice de Dickson, en relacion a los registrados en el
tratamiento con fertilizacion, tratamiento sin inoculo, los tratamientos inoculados solo en
semilla y en semilla con segunda aplicacion el ler. dds. Pero la mayor altura se obtuvo en
los tratamientos T. harzianum y Micorrizas, inoculado en la semilla y aplicacion al ler. dds
en ambas fechas de evaluacion (19 dds y 28 dds) (Cuadro 1).

Estos resultados indican que la inoculacion de los microorganismos a la semilla y una
aplicacion al sustrato a los 13 dds, fue el nimero e intervalo de inoculacion, que permitio

un mejor efecto promotor del crecimiento en plantulas de tomate hibrido Pony express.

30



Cuadro 1. Efecto de distintas formas de inoculacion con microorganismos promotores de crecimiento vegetal, en parametros de
calidad de plantulas de tomate a los 19 y 28 dias después de siembra (dds).

. . ) Diametro Masa seca I'ndi_ce de indice de
Altura (cm) Area foliar (cm?) Masa seca aérea (g) del tallo . calidad
Tratamiento (mm) raiz (g) Dickson Robustez
19dds 28 dds 19 dds 28 dds 19 dds 28 dds 28 dds 28 dds 28 dds 28 dds

1. TQ 74 ¢ 106 3 10.2 ¢d 17.7 abc 0.06 abc 0.13 abc 22 b 0.03 ap 0.016 pc 4,95
2. TN 80 pbc 99 ab 108 pcd 15.6 cde 0.06 abc 0.11 pcd 20 p 0.02 ¢ 0.012 ¢ 4,96
3. BSs 73 ¢ 102 gp 101 d 157 pede 0.05 pc 0.12 aped 20 p 0.03 abc 0.015 pc 5.12
4, BSld 73 ¢ 93 ap 92 d 143 de 005 ¢ 010 cd 20 p 0.02 pc 0.014 pc 466 ab
5. BS13d 77 bc 94 ab 136 d 187 abc 0.06 abc 0.14 apc 22 b 0.03 abc 0.016 pc 439 ap
6. MAs 77 bc 86 b 99 4 132 ¢ 0.05 gpbc 0.19 d 2.4 ab 0.02 pc 0.014 pc 370 p
7. MA1d 86 p 96 gp 12.6 abc 16.5 abcde 0.06 gapbc 0.13 apc 22 b 0.03 3apc 0.016 pc 445 gp
8. MA13d 77 bc 95 ab 130 ab 175 abcd 0.06 abc 0.14 apc 22 b 0.03 ap 0.018 ap 438 ab
9. THs 74 ¢ 96 ab 97 d 153 cde 0.05 pc 0.13 aped 20 p 0.03 ap 0.017 ap 479 ab
10. TH1d 9.0 3 108 3 146 a3 191 ap 008 a 014 gp 3.0 a 0.02 abc 0.018 ap 359 p
11. TH13d 79 pc 108 a 132 ap 19.7 g3 007 ap 0.16 g 3.0 a 0.03 3 0.021 4 361 p

Nota.:medias con letras diferentes en cada columna representan diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).1. (TQ): Testigo quimico, fertilizado con Polifeet
1 g*mL* cada tercer dia, 10 dias después de la germinacién, 2. (TN): Testigo no inoculado 3. (BSs): Bacillus subtilis inoculado en semilla. 4. (BS1dds): B. subtilis
inoculado en semilla y refuerzo el primer dia después de siembra (dds.). 5. (BS13dds): B. subtilis: inoculado en semilla y refuerzo 13 dias después de siembra (dds.). 6.
(MAs): Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) inoculado en semilla. 7. (MA1dds): HMA inoculado en semilla y refuerzo 1 dds. 8. (MA13dds): HMA: Micorrizas
inoculado en semilla y refuerzo 13 dds. 9. (THSs): Trichoderma harzianum inoculado en semilla. 10. (TH1dds): T. harzianum: inoculado en semilla y refuerzo 1 dds. 11.
(TH13dds): T. harzianum inoculado en semilla y refuerzo 13 dds.
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En cuanto a la colonizacion micorrizica, el mayor porcentaje se obtuvo cuando se inocularon las
micorrizas en semilla y una segunda aplicacion en el sustrato a los 13 dds con 57.5 %, seguido de la
inoculacién a la semilla y aplicacion al sustrato el ler dia después de la siembra (54,0 %) y solo a las
semillas (44.5 %). EIl testigo manifestd 18% de colonizacion micorrizica posiblemente debido a

contaminacion o presencia en el sustrato de esporas de micorrizas.
2.4.2 Evaluacion de aplicacion de tratamientos de consorcios de MPCV

La respuesta de la inoculacion de B. subtilis, T. harzianum o Micorrizas arbusculares a la semilla
de tomate hibrido Pony express, en forma individual o en consorcios, indico que en general los
inoculantes microbianos no propiciaron un incremento en el porcentaje de emergencia final de las
plantulas de tomate (Cuadro 2), en relacién a los tratamientos control (con fertilizacion y sin inoculo).
Pero los tratamientos inoculados individualmente y en consorcios redujeron el tiempo de emergencia
de las plantulas, en relacion a los controles, sin embargo al calcular la tasa de emergencia, no se

presentaron diferencias estadisticas.

Cuadro 2. Efecto de la inoculacién con microorganismos promotores de crecimiento vegetal
individualmente y en consorcios en el porcentaje de emergencia de plantulas de tomate.

Emergencia de plantulas (%o)

Tratamiento 3 dds 4 dds 5 dds 6 dds 7 dds 9 dds 12 dds

1. TQ 200 ¢ 455 b 818 a 818 b 9.4 a 982 a 985 a
2.TN 400 bc 836 a 927 a 945ab 964 a 964 a 964 a
3.BS 673 ab 873 a 891 a 927 ab 927 a 927 a 964 a
4. MA 673 ab 891 a 927 a 927 ab 927 a 927 a 982 a
5. TH 564 ab 891 a 927 a 927 ab 945a 964 a 982 a
6. BS+MA 81.8 a 945 a 964 a 964 ab 964 a 964 a 982 a
7.BS+TH 745 a 927 a 964 a 982 a 982 a 982 a 982 a
8. TH+MA 709 a 927 a 945 a 945ab 945a 945 a 1000 a
9. BS+tMA+TH 72.7 a 927 a 964 a 964 ab 964 a 100.0 a 100.0 a

Nota: medias con letras diferentes en cada columna representan diferencias estadisticas significativas
(Tukey, P <0.05).

En el primer muestreo (19 dds), el andlisis estadistico indicoO que el tratamiento control con
fertilizacion registré la mayor altura en relacién a los tratamientos con los inoculantes microbianos v el
control sin inoculo ni fertilizacién (Fig. 1). Pero a los 24 y 29 dds el consorcio de B. subtilis + T.
harzianum + Micorriza alcanz6 la misma altura que el control con fertilizacion y a los 34 dds el

consorcio, super6 en altura a todos los tratamientos y controles. Respecto al didametro de tallo no tuvo
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un comportamiento consistente ya que fue muy variable entre las fechas de muestreo y a los 34 dds

todos registraron valores similares (Fig. 2).
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Figura 1. Efecto de la inoculacion con microorganismos promotores de crecimiento vegetal
individualmente y en consorcios en la altura de plantulas de tomate. Nota: barras con letras diferentes en el
mismo dia después de la siembra, representan diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).
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Figura 2. Efecto de la inoculacion con microorganismos promotores de crecimiento vegetal
individualmente y en consorcios en el didmetro de tallo de plantulas de tomate. Nota: barras con letras
diferentes en el mismo dia después de la siembra, representan diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).

A los 24 dds el consorcio manifesto la mayor robustez de plantula (menor indice de robustez) (fig.
3), sin embargo con el paso de los dias, aumento el indice, es decir disminuyé la robustez de las

plantulas del tratamiento del consorcio. En cuanto al nimero de hojas no hubo diferencias estadisticas
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significativas, hasta los 34 dds se aprecia que el control con fertilizacion manifesto el mayor numero de

hojas seguido del consorcio (Fig. 4).
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Figura 3. Efecto de la inoculacion con microorganismos promotores de crecimiento vegetal
individualmente y en consorcios en el indice de robustez de plantulas de tomate. Nota: barras con letras

diferentes en el mismo dia después de la siembra, representan diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).
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Figura 4. Efecto de la inoculacion con microorganismos promotores de crecimiento vegetal
individualmente y en consorcios en el nimero de hojas de plantulas de tomate. Nota: barras con letras
diferentes en el mismo dia después de la siembra, representan diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).

A los 45 dds el analisis estadistico de las variables de crecimiento (altura, nimero de hojas,
didmetro de tallo, area foliar, masa seca area (MSA), masa seca de raiz (MSR) y masa seca total

(Cuadro 3), indico que el tratamiento con el consorcio de los tres inoculantes microbianos fue el que
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obtuvo valores similares a los obtenidos por el control con fertilizacion, incluso registrando la mayor

altura (33.3 cm), pero menor area foliar (64.9 cm?) y masa seca raiz (0.043g).

En cuanto a los indices de calidad de Dickson y Robustez (Cuadro 3), el tratamiento del consorcio
de inoculantes microbianos fue el que manifestd valores cercanos o similares (0.023 y 12.29) al control

con fertilizacion (0.028 y 11.67) a los 45 dds, lo cual indica que las plantulas son robustas y de calidad.

De los tratamientos con la combinacién de los inoculantes microbianos (Cuadro 3), Bacillus
subtilis + Micorrizas, Bacillus subtilis + Trichoderma harzianum y Trichoderma harzianum +
Micorrizas, a la semilla de tomate y a los 13 dds una aplicacion al sustrato de las plantulas, el
tratamiento con T. harzianum + Micorrizas y B. subtilis + Micorrizas superaron al control sin inoculo
en todas variables de crecimiento (altura, diametro de tallo, area foliar, MSA, MSR y masa seca total) e
indice de Dickson. Sin embargo ambas combinaciones generaron valores inferiores a los obtenidos por

el control con fertilizacion y el consorcio de los tres inoculantes microbianos.

Con respecto a los tratamientos con la inoculacién individual de Bacillus subtilis, Trichoderma
harzianum o Micorrizas a la semilla de tomate y a los 13 dds una aplicacion al sustrato de las plantulas
(Cuadro 3), solo el tratamiento con Trichoderma harzianum super6 al control sin inoculo en las

variables de crecimiento (diametro de tallo, area foliar, MSA, masa seca total) e indice de Dickson.

Estos resultados indicaron que Trichoderma harzianum aplicado de manera individual, en
consorcio con Micorrizas o en consorcio con Bacillus subtilis y Micorrizas, a la semilla de tomate y a
los 13 dds al sustrato de la plantula, tiene un efecto promotor del crecimiento vegetal que se increment6
conforme se asocid a otro inoculante microbiano, lo que permitié obtener valores de crecimiento e
indices de calidad superiores o similares a los del control con fertilizacidn. Estos resultados sugieren

que su empleo en la produccion de plantulas de tomate permite reducir el uso de fertilizantes quimicos.

En relacion a la colonizacion micorrizica, el tratamiento con la inoculacion individual de
Micorrizas registro el mas alto porcentaje con 69.67%, seguido de su interaccion con: B. subtilis (63.67
%); B. subtilis + T. harzianum (63.0 %) y T. harzianum (61.67 %), porcentajes superiores a los
obtenidos en el primer ensayo evaluado a (28 dds), debido al tiempo de desarrollo de la plantula que

tuvo una diferencia de 17 dias con respecto al segundo ensayo (45 dds).
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Cuadro 3. Efecto de la inoculacion con microorganismos promotores de crecimiento vegetal, individualmente y en consorcios en

parédmetros de calidad de plantulas de tomate a los 45 dias después de siembra.

. Altura Diametro Area Masa seca Indice Indice

Tratamiento (cm) tallo foI|a2r MSA (g) MSR (g) total (g) cglldad Robustez
(mm) (cm?) Dickson

1.TQ 320 5 29 4 718 g3 0504 a 0.059 a 0.563 a 0.028 a 11.67 ab
2. TN 281 4o 21 48.2 de 0.355 ¢ 0.037 bc 0.392 d 0.019 bcd 13.39 ab
3.BS 235 ¢ 21 383 f 0.285 d 0.029 ¢ 0.314 e 0.015 d 11.22 b
4. MA 26.9 ¢ 24 45.9 e 0.347 cd 0.036 bc 0383 de 0.018 cd 11.47 ab
5. TH 281 4o 295 gp 516 cde 0385 bc 0.036 bc 0.420 cd 0.019 bcd 11.72 ab
6. BS+tMA 302 e 23 54.4 ¢d 0.423 b 0.042 b 0.465 bc  0.020 bc 13.72 a
7. BS+TH 290 g 23 50.2 de 0.398 bc 0.039 b 0.437 cd  0.019 bcd 12.64 ab
8. TH+MA 298 4 24 ¢ 581 pbc 0423 b 0042 b 0465 bc  0.021 bc 12.85 ab
9. BS+MA+TH 333 28 64.9 p 0493 a 0043 b 0536 ab 0023 b 12.29 ab

Nota: medias con letras diferentes en cada columna representan diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05). 1. (TQ): Testigo quimico, fertilizado
con Polifeet 1 g*mL™ cada tercer dia, 10 dias después de la germinacion, 2. (TN): Testigo no inoculado 3. (BS): Bacillus subtilis. 4. (MA): Hongos Micorrizicos
Arbusculares. 5. (TH): Trichoderma harzianum. 6. (BS+MA): B. subtilis + Hongos Micorrizicos Arbusculares. 7. (BS+TH): B. subtilis +T. harzianum. 8. (TH+MA): T.
harzianum + Hongos Micorrizicos Arbusculares 9. (BS+MA+TH): B. subtilis + Hongos Micorrizicos Arbusculares +T. harzianum
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El analisis estadistico del contenido nutrimental de las plantulas de tomate (Cuadro 4), sefial6 que el control con fertilizacion y control
sin inoculo, registraron el mayor contenido de P, K, Ca, S, Mn, Zn y Fe en relacion a todos los tratamientos de inoculantes microbianos que

manifestaron valores muy inferiores. Los tratamientos inoculados no presentaron diferencias estadisticas entre ellos.

Cuadro 4. Contenido nutrimentales con base en materia seca, en plantulas de tomate a los 45 dias después de la siembra, inoculadas con
microorganismos promotores de crecimiento vegetal.

Porcentaje en masa (%0)
Tratamiento

P K Ca S Mn Zn Fe
1.TQ 053 a 5774 a 2875 b 092 a 021 b 021 a 056 a
2. TN 046 a 5183 b 3493 a 06 ab 032 a 017 a 041 ab
3.BS 015 b 1586 <c¢ 1026 ¢ 03 b 0.07 c 005 b 0.27 abc
4. MA 011 b 1559 ¢ 1197 ¢ 039 b 01 ¢ 006 b 0.16 bc
5.TH 017 b 1641 <c¢ 118 ¢ 032 b 0.09 c 006 b 0.18 bc
6. BS+MA 001 b 1662 <c¢ 1198 ¢ 014 b 0.09 c 006 b 0.14 bc
7. BS+TH 006 b 1802 <c¢ 1002 c¢ 024 b 0.06 c¢c 0.07 b 0.07 c
8. TH+MA 004 b 1775 ¢ 1045 ¢ 023 b 0.07 ¢ 007 b 0.07 c
9.BS+MA+TH 0.17 b 1543 ¢ 113 ¢ 022 b 0.09 c¢ 006 b 0.11 bc

Nota: medias con letras diferentes en cada columna representan diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05). 1. (TQ): Testigo quimico, fertilizado con
Polifeet 1 g*mL™ cada tercer dia, 10 dias después de la germinacion, 2. (TN): Testigo no inoculado 3. (BS): Bacillus subtilis. 4. (MA): Hongos Micorrizicos
Arbusculares. 5. (TH): Trichoderma harzianum. 6. (BS+MA\): B. subtilis + Hongos Micorrizicos Arbusculares. 7. (BS+TH): B. subtilis +T. harzianum. 8. (TH+MA): T.
harzianum + Hongos Micorrizicos Arbusculares 9. (BS+MA+TH): B. subtilis + Hongos Micorrizicos Arbusculares +T. harzianum
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Estos resultados sugieren que los inoculantes microbianos promueven el crecimiento de las
plantulas de tomate, pero con un bajo contenido nutrimental al no disponer de una fuente de nutrientes,
en el sustrato o a través de su aplicacion de fertilizacion edafica o foliar, que permita determinar la
efectividad de la actividad solubilizadora de nutrientes de los inoculantes microbianos que faciliten su

absorcion.

2.4.3 Discusion de resultados

En este estudio, los inoculantes microbianos no tuvieron un efecto significativo sobre la
emergencia de plantulas de tomate. Los resultados encontrados coinciden con estudios realizados en
semillas de arroz (Oryza sativa) y lechuga (Lactuca sativa) inoculadas cepas del género Bacillus y
semillas de girasol con T. harzianum, donde la inoculacion no incrementd la germinacion con relacion
al control (Gonzalez y Fuentes, 2017). Sin embargo existen otros estudios que indican que la aplicacion
de inoculantes microbianos a la semilla favorece la germinacion y emergencia de plantulas en cultivos
como maracuya (Passiflora edulis var. flavicarpa Degener) donde al inocular cepas nativas de T.
harzianum en semillas, estimulé la germinacion y crecimiento de las plantulas (Cubillos et al., 2009).
En soya (Glycine max) la inoculacion de B. subtilis en semilla y al suelo incremento la emergencia de
plantula de 13 a 17%, altura de planta 9 a 18% Yy peso seco de raiz de 8.4 a 19% (Zhang et al., 2009).
Lo anterior evidencia que el efecto de los inoculantes en la emergencia, puede variar segun el

hospedero o la cepa estudiada.

La aplicacion de inoculantes microbianos a la semilla y refuerzo a los 13 dds generd la mejor
respuesta benéfica al registrar los mayores valores de crecimiento e indices de calidad, debido a que la
aplicacién de los inoculantes microbianos a los 13dds, favorece la colonizacion de las raices de las
plantulas, por parte de los microorganismos. Este resultado es similar al obtenido al inocular con T.
harzianum en cultivo de frijol al trasplante y dos adicionales con intervalo de 15 dias (Gonzélez et al.,
2005); y en cultivo de tomate en semillero, a la siembra y con refuerzo a los 8 y 15 dias después de la
germinacion (Moo et al., 2017) al trasplante y 15 dias después de trasplante (Jimenez et al., 2011); en
chile habanero (Capsicum chinense) al momento de la siembra y a los 15 y 30 dias después de la
germinacion (Candelero et al., 2015); y en tomate al momento de la siembra, a los ocho dds y 28 dias

después de la germinacion al trasplante (Pinzén et al., 2015).

La mayor capacidad de promocion del crecimiento de T. harzianum observada, comparado con

otros microorganismos, se debe a su rapido crecimiento en un gran nimero de sustratos, alta capacidad
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de reproduccion y colonizacion en distintos ambientes—(Cubillos et al., 2009; Fernandez y Suérez,
2009).

El consorcio de T. harzianum + B. subtilis + Micorrizas permitié registrar valores de crecimiento e
indices de calidad similares o superiores al control con fertilizacion, este efecto promotor sinérgico
pudo deberse a la accion del acido indol acético (AlA) responsable de la elongacion, respuestas a la luz
y gravedad, division celular y diferenciacion de tejidos (Vega et al., 2016); y que es liberado por B.
subtilis (Reetha et al., 2014) y T. harzianum (Martinez et al., 2014); y la capacidad de los HMA de
crear condiciones favorables para una mayor absorcién de nutrientes y crecimiento de microorganismos

antagonistas en la rizosfera (Cano, 2011).

A los 24 dds el consorcio de los tres inoculantes microbianos presentd la mayor altura y menor
indice de robustez, condicion que propicia un plantula de mayor robustez y calidad, con resistencia a la
desecacion de la planta por el viento, supervivencia y crecimiento potencial en sitios secos (Rodriguez,
2008). Sin embargo con el paso de los dias, disminuy0 la robustez de las plantulas inoculadas con los
consorcios, ya que tienen una mayor demanda nutricional las plantas a medida que crecen, lo que
sugiere que después de los 24 dds, se requiere un aporte de fertilizacion quimica o usar un sustrato con
mayor contenido de nutrientes para compensar su requerimiento nutricional y que ya seria el momento

de trasplante.

La actividad de promocion de crecimiento de B. subtillis se debe a su capacidad de sintesis de
AIlA, produccién de &cidos organicos, que forman complejos estables con Al y Fe, que reducen el pH
en la rizosfera de la planta, condicion que incrementa la disponibilidad de micronutrientes, como Fe,
Zn, Mn vy solubiliza el fésforo (Paredes y Espinosa, 2010); respuesta que ha sido demostrada en
plantulas de tomate (S. lycopersicum), al incrementar la longitud radical, altura, produccion de biomasa
y adquisicion de fosforo (Hariprasad et al., 2009). En T. harzianum la promocién del crecimiento esta
asociada a la capacidad de descomposicion de materia organica, de liberar nutrientes en formas
disponibles para la planta, y a su actividad solubilizadora de fosfatos (Moreno et al., 2007; Valencia et
al., 2007); capacidad observada en cultivos de chile habanero (C. chinense) y tomate (S. lycopersicum),
donde incremento la altura de planta, longitud en la raiz, volumen radical y de la biomasa seca total en
comparacion con plantas no inoculadas (Altomare et al., 1999; Candelero et al., 2015; Pinzén et al.,
2015). La aportacion de los HMA al crecimiento de las plantas, es la de propiciar condiciones
favorables para incrementar la superficie de absorcion de agua y de nutrimentos, mejorar la absorcion
i0nica y acumulacion eficiente del fosforo y solubilizacion de minerales del suelo, que contribuyen a
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incrementar la capacidad fotosintética y produccion de biomasa de las plantas (Cano, 2011), como se
obtuvo en cultivo de tomate donde la aplicacion de Rhizophagus intraradices bajo condiciones de
cultivo protegido, incrementd significativamente el contenido de clorofila, altura de planta, largo,
diametro y peso de fruto, ademas, aumentd el rendimiento de fruto por corte y el rendimiento
acumulado en 30 % (Alvarado et al., 2014).

La efectividad del consorcio de los tres inoculantes microbianos en este estudio, es similar al
obtenido en frijol francés (Phaseolus vulgaris) al inocular con el hongo micorrizico arbuscular (HMA),
Funneliformis mosseae, y rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) Paenibacillus
polymyxa y Pantoea agglomerans cuyos resultados sugieren que con el uso del consorcio es posible
reducir entre un 25 a 50 % la fertilizacién quimica (Chauhan y Bagyaraj, 2015) en Stevia rebaudiana
con PGPR y HMA (Vafadar et al., 2014); y Jatropha curcas con Brevibacillus brevis, B. licheniformis,
Micrococcus sp., y Acinetobacter calcoaceticus; donde los inoculantes incrementaron el crecimiento,
contenido nutrimental, rendimiento y calidad de la planta en comparacion con la respuesta individual
de los microorganismos. Lo cual indica una interaccion sinérgica entre microorganismos (Jha y Saraf,
2012).

Por otra parte el efecto sinérgico del consorcio de B. subtilis con HMA, es acorde a los resultados
reportados en S. tuberosum. donde la asociacion de bacterias del suelo y Hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), aument6 la solubilizacion de fosforo y produccion de &cido indol acético, que
mejor0 su capacidad de adquirir nutrientes minerales y el crecimiento de las plantas (Bharadwaj et al.,
2008). En tomate la inoculacién de Glomus mosseae, G. mosseae + Pseudomonas flourescens y G.
mosseae + Azospirillum brasilense combinadas con el 50 % de la fertilizacion nitrogenada mejoro la
calidad nutrimental de la plantas (Hernandez y Chailloux, 2004). En tomate al inocular cepas nativas de
B. subtilis en semillas y 50% de la fertilizacion quimica recomendada produjo un mejor crecimiento y
calidad de plantas en comparacién con las no tratadas y dosis completa de fertilizacion (Armenta et al.,
2009). En chile (C. annuum ) la inoculacion de HMA, F. mosseae y B. sonorensis, redujo en 50% la
dosis de fertilizante NPK recomendada, sin efectos adversos en el crecimiento, rendimiento y nutricion,

debido al efecto sinérgico de los microorganismos (Thilagar et al., 2016).

Los resultados obtenidos con el consorcio de T. harzianum con HMA, son similares a los
encontrados en pepino (C. sativus ), la inoculacion de G. mosseae y T. harzianum mostré una

respuesta sinergica en el crecimiento de las plantas (Chandanie et al., 2009).
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Finalmente, las plantulas inoculadas tuvieron una buena colonizacidn micorrizica, siempre superior
al 60%, que contribuyé al efecto promotor del crecimiento por su interaccién con otros inoculantes
microbianos. Estos resultados se consideran buenos, ya que son iguales o superiores a la colonizacion
micorrizica (CM) reportada en otros estudios en tomate: 58% de CM con R.
intraradices y Claroideoglomus etunicatum (Alvarado et al., 2014), 40-47% de CM con G. cubense
(Mujica y Fuentes, 2012) y confirman que el efecto promotor de crecimiento observado para los

tratamientos fue causado por las micorrizas que colonizaron la raiz.

En este estudio el consorcio T. harzianum + B. subtilis + Micorrizas manifest6 capacidad de
promocion del crecimiento y sinergismo de su interaccion, pero la falta de una fuente de abastecimiento
de nutrimentos (fertilizantes inorganicos, materia organica, etc.) al emplear sustratos comerciales con
escasa cantidad de materia organica, gener6 un contenido nutrimental de las plantulas de tomate fueron
muy bajos en comparacion a lo registrado en las plantulas del control con fertilizacién. Lo cual sugiere
que a pesar de las bondades del empleo de los microorganismos se requiere una aportacion de

nutrimentos para obtener plantas de calidad nutrimental.

Los resultados confirman que los microorganismos inoculados a la semilla y una segunda
aplicacion al sustrato a los 13 dds en plantulas de tomate, propician un efecto promotor de crecimiento,
por accion de sustancias reguladoras de crecimiento vegetal, al desarrollarse en medios de escaso 0
nulo abastecimiento de nutrimentos. La aportacion de nutrimentos en forma orgéanica (compost,
lombricompost, humus de lombriz) o inorganica aportaria a la calidad de las plantas. Por tanto se
requiere generar conocimientos sobre el empleo de consorcios abastecidos con una fuente de

nutrimentos para la produccion de plantulas.
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2.5 CONCLUSIONES

Al aplicar los inoculantes microbianos dos veces (en semilla y a los 13 dds) se vio el mayor efecto
de promocion de crecimiento y calidad de plantulas de tomate hibrido Pony express.

El consorcio T. harzianum, B. subtilis y Micorrizas tiene efecto sinérgico en la promocion del
crecimiento y calidad de plantulas de tomate hibrido Pony express, con valores similares al
tratamiento control con fertilizacion, pero con un deficiente contenido nutrimental. Estos resultados
sugieren que su empleo en la produccidon de plantulas de tomate, permite reducir el uso de

fertilizantes quimicos.

“Solo unos pocos encuentran el camino, otros no lo reconocen cuando lo encuentran, otros ni
siquiera quieren encontrarlo” (Lewis Carrol |, 1832 — 1898)
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