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Resumen

El aprovechamiento de rizobacterias como promotores del crecimiento vegetal en la produccién agri-
cola es considerado una alternativa ecolégicamente viable ante el uso excesivo de fertilizantes sintéti-
cos. Se determino el efecto de la inoculacién de dos cepas rizobacterianas de Pseudomonas putida y apli-
cacion de dos concentraciones de fertilizacion sintética sobre la expresion morfo-productividad de
plantas de tomate (Solanum lycopersicum M.) en invernadero. Las plantas se inocularon con las cepas
FA-8 y FA-56 mediante inmersion del sistema radicular. La fertilizacion sintética suministrada fue de 100%
y 75% de concentracién. Se determiné la altura, didmetro de tallo, longitud y volumen de raiz, biomasa,
rendimiento, sélidos solubles totales (SST) de fruto y poblacién rizobacteriana. Los resultados indican
que las dos cepas de P. putida mas los dos niveles de fertilizacion sintética promovieron significativa-
mente los parametros morfo-productivos de las plantas. La aplicacién de P. putida en plantas de tomate
representa una alternativa potencial como bio-fertilizante en la produccién sustentable.
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Effect of rhizobacteria and reduced doses of synthetic fertilizers on the morpho-productive expression
of tomato in greenhouse

Abstract

The use of rhizobacteria as promoters of plant growth in agricultural production is considered an eco-
logically viable alternative to the excessive use of synthetic fertilizers. The effect of the inoculation of two
rhizobacterial strains of Pseudomonas putida and application of two concentrations of synthetic fertil-
ization on the morpho-productivity expression of tomato plants (Solanum lycopersicum M.) in greenhouse
was determined. The plants were inoculated with strains FA-8 and FA-56 by immersion of the root sys-
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tem. The synthetic fertilization supplied was 100% and 75% concentration. The height, stem diameter,
root length and volume, biomass, yield, total soluble solids (TSS) and rhizobacterial population were de-
termined. The results indicate that two strains of P. putida and two levels of synthetic fertilization sig-
nificantly promoted the morpho-productive parameters of the plants. The application of P. putida in
tomato plants represents a potential alternative as a bio-fertilizer in sustainable production.

Keywords: Solanum lycopersicum, Pseudomonas putida, growth, yield.

Introduccion

El tomate (Solanum lycopersicum M.) es una
de las hortalizas que mas se cultiva en el
mundo, debido a la alta demanda que tiene
su fruto para consumo en fresco o procesado,
cualidad que le confiere ser una planta de
alto valor econémico al representar mas del
30% de la produccién horticola a nivel mun-
dial (Nawab et al., 2017; Costa et al., 2018).
Anualmente se incrementa la superficie del
cultivo, lo que genera el uso constante y ex-
cesivo de los fertilizantes sintéticos, los cua-
les, ademas de tener un alto costo econé-
mico, son altamente contaminantes para el
suelo, agua y salud humana (Watanabe et al.,
2015). En América Latina, se destina mas del
70% de la superficie total cultivada en siste-
ma de agricultura protegida para la produc-
cién de tomate (Juarez-Maldonado et al.,
2015; Ramos et al., 2018).

Ante la implementacién de esquemas de pro-
duccién agricola intensivo para el cultivo de
tomate, donde la demanda de insumos nu-
tricionales sintéticos es grande, han surgido
estrategias nutricionales sustentables a base
de microorganismos, como por ejemplo las ri-
zobacterias promotoras del crecimiento en
plantas (Naili et al,, 2018; Mustafa et al,, 2019),
entre las que destacan numerosas especies
agrupadas en los géneros Pseudomonas, Azos-
pirillum, Bacillus, Azotobacter, Enterobacter,
Rhizobium, entre otros (Kamou et al., 2015;
Gamez et al., 2019).

Las rizobacterias son capaces de inducir de for-
ma directa o indirecta la sanidad, crecimiento
y productividad de las plantas a través de di-

ferentes mecanismos como; la fijacion biolo-
gica de nitrégeno atmosférico, solubilizacion
de fosforo (Gouda et al,, 2018; Coy et al,, 2019),
produccion de fitohormonas como auxinas,
citocinas y giberelinas (Jeyanthi y Kanimozhi,
2018; Puente et al., 2018) e inhibicion de fi-
topatdégenos mediante metabolitos antifun-
gicos extracelulares como glucanasas, quitina-
sas, antibioticos, sideréforos, entre otros (Thakur
y Parikh, 2018; Chenniappan et al., 2019). Las
rizobacterias se desempefian como elicitores
naturales, aumentando el crecimiento y pro-
ductividad de las plantas, siendo una alterna-
tiva biotecnoldgica viable de bajo costo, apro-
vechable en la produccion sustentable de
cultivos agricolas establecidos bajo condiciones
de campo o invernadero y en la reduccion de
fertilizantes sintéticos que deterioran el am-
biente (Mehmood et al.,, 2018; Dar et al.,, 2018).

Estudios sobre la aplicacion de rizobacterias
y fertilizantes sintéticos han reportado un
incremento en el crecimiento de las plantas,
debido a una mayor capacidad de absorcion
de los nutrimentos (Dominguez-Nufiez et al.,
2015; Paungfoo-Lonhienne et al., 2019), pro-
movida principalmente por el aumento de las
poblaciones rizobacterianas (Tahir et al.,
2018). Al respecto Naseri y Mirzaei (2010), re-
portan que la aplicacion de Azotobacter sp.
y Azospirillum sp. mas una fertilizacion redu-
cida al 50% de nitrégeno inorganico incre-
mento significativamente el crecimiento de
plantas de cartamo establecidas en campo.
Por su parte Yousefi y Barzegar (2014), obtu-
vieron un rendimiento similar en trigo esta-
blecido en campo con fertilizante fosforado
al 100% y con el tratamiento de A. chrocoo-
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ccum, P. fluorescens mas 50% del fertilizante
sintético. A pesar del efecto positivo de la
aplicacién de rizobacterias con dosis reduci-
das de fertilizantes sintéticos sobre las plan-
tas, es necesario conocer y determinar la mejor
combinacién de ambos insumos biologicos y
sintéticos que permita lograr una mayor ex-
presién del crecimiento y productividad de
plantas de interés agricola (Hernandez-Mon-
tiel etal., 2017; Cordero et al., 2018). El obje-
tivo de este estudio fue determinar el efecto
de la inoculacion de dos cepas rizobacteria-
nas de P. putida y la aplicacion de dos con-
centraciones de fertilizacion sintética sobre la
expresion morfolégica y productiva de plan-
tas de tomate en invernadero.

Material y métodos

Sitio de estudio

El estudio se realizé en un invernadero de
160 m2, tipo tunel con ventilacion lateral,
ubicado en la Facultad de Ciencias Agricolas
Campus Xalapa de la Universidad Veracru-
zana, en las coordenadas 19° 30’ latitud
norte y 96° 55’ latitud oeste, a una altura de
1450 msnm, en Xalapa, Veracruz, México.

Obtencion y crecimiento de rizobacterias

Las dos cepas de P. putida utilizadas en este
estudio, estan catalogadas como FA-8 y FA-56
y fueron proporcionadas por el Laboratorio
de Quimica Agricola de la Facultad de Cien-
cias Agricolas Campus Xalapa de la Universi-
dad Veracruzana. Ambas cepas fueron culti-
vadas individualmente en medio liquido
B-King (conteniendo; 10 ml L de glicerol, 15
g L' de peptona, 1 ml L' de MgSO -7H O al
1,0 My 1,5 g L' de K,HPO,) y colocadas en
una incubadora (Binder™ BF 400) por 48 h a
28 °Cy 180 rpm. La concentracion de cada ri-
zobacteria fue ajustada a 1 x 10° células mL™"

mediante un espectrofotémetro (Thermo
Spectronic modelo 4001/1) a una longitud
de onda de 660 nm y absorbancia de 1.

Produccion de plantulas de tomate

Se utilizaron semillas de tomate tipo sala-
dette var. Rio Grande (Westar Seeds Interna-
tional Inc®). La produccion de plantulas con
habito de crecimiento determinado se realizé
en una bandeja de germinaciéon de poliesti-
reno de 200 cavidades (de 2,5x 2,5 x6 cm), la
cual fue desinfectada con una solucion de hi-
poclorito de sodio al 5%. Posteriormente fue
Ilenada con una mezcla de sustrato a base de
lombricomposta, grava y arena (2:1:1 vol/vol),
esterilizada con una solucién sanitizante y
desinfectante liquida de Anibac 580® (Pro-
motora Técnica Industrial, S.A de C.V, i. a.
cuaternario de amonio [1a. generacién] al
8,6% y cuaternario de amonio [doble cadena]
al 3,7%) a una dosis de 5 ml L. Se colocé una
semilla por cavidad a una profundidad de 1
c¢m, la bandeja germinadora se mantuvo en
invernadero por 30 dias a 25 °Cy 60% HR.

Trasplante e inoculacién de P. putida

Transcurridos los 30 dias en la bandeja ger-
minadora, se extrajeron las plantulas, reali-
zandoles un lavado de raiz con agua desti-
lada, posteriormente las raices fueron
inoculadas por inmersién en un vaso de pre-
cipitado de 250 ml conteniendo 100 ml de
una suspension (1 x 10° células mL™") de cada
cepa rizobacteriana por 20 min. Una vez ino-
culadas las plantas, fueron depositadas en
bolsas de polietileno negro de 10 kg de ca-
pacidad que contenian como sustrato inerte
8,5 kg de grava previamente desinfectada
con solucién liquida de Anibac 580® en dosis
de 5 ml L. Se inocularon lotes de plantas
con cada cepa rizobacteriana y uno de forma
combinada (con las dos P. putida) denomi-
nado MIX. Otro grupo de plantas (control)
sin rizobacterias solo fueron fertilizadas. A
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todas las plantas se les suministro una solu-
cién nutritiva al 75% y 100% (Tabla 1) de la
siguiente manera; a los dos dias después del
trasplante (ddt) se aplicé 0,3 L de solucién nu-
tritiva por planta, el volumen se incremento
alldia'alos25ddty 1,8 L dia™" a partir de
los 70 ddt hasta finalizar el experimento. Las
plantas se mantuvieron dentro del inverna-
dero tipo tunel durante 125 dias. Durante el
experimento se registré6 una temperatura

media de 26 + 4 °Cy 60 + 5% de humedad re-
lativa. Al final del experimento se cuantifico;
altura, diametro de tallo, longitud de raiz, vo-
lumen radical, biomasa fresca y seca y unida-
des formadoras de colonias (UFC), rendi-
miento de fruto y contenido de solidos
solubles totales (SST) por el método refrac-
tométrico, y se expresé en porcentaje (%). Se
realizaron diez repeticiones con tres unida-
des experimentales por tratamiento.

Tabla 1. Fertilizantes sintéticos utilizados en la solucion nutritiva de plantas de tomate inoculadas con

rizobacterias.

Table 1. Synthetic fertilizers used in the nutrient solution supplied to tomato plants inoculated with rhi-

zobacteria.

Fertilizante comercial Férmula Cantidad g L Cantidad g L™
(Dosis al 100%) (Dosis al 75%)
Nitrato de calcio Ca(NO,), 4H,0 1,43 1,07
Nitrato de magnesio Mg(NO,), 0,90 0,67
Nitrato de potasio KNO, 0,35 0,26
Fosfato monopotasico KH,PO, 0,35 0,26
Micronutrientes (Tradecorp®Az)* Fe, Zn, Mn, B, Cuy Mo 0,04 0,03

*Trade Corporation International, S.A.U. (Madrid, Espaia).

Poblacion rizobacteriana

La determinacién de la poblacién de las ri-
zobacterias en las raices de las plantas se
cuantificé en unidades formadoras de colo-
nias (UFC). Al final del experimento se co-
lectdé una muestra de 3 g de raiz fresca de las
plantas inoculadas con rizobacterias y sin
inocular (control); las raices se colocaron en
placa Petri con solucién salina estéril de NaCl
al 0,85% (peso/vol). Posteriormente, de
acuerdo a la metodologia propuesta por Hol-
guin y Bashan (1996), las raices fueron ma-
ceradas mediante una varilla de vidrio esté-
ril, se colecté 1 ml de la muestra y se deposito
en un tubo de ensayo que contenia 9 ml de
solucion salina estéril al 0,85% (peso/vol),

del cual se procedio a realizar diluciones se-
riadas para cuenta en placa con medio de cul-
tivo sélido B-King por triplicado, incubando
por un periodo de 72 h a 26 °C. La poblacion
de cada cepa rizobacteriana fue expresada
como UFC log 107 g~' de raiz.

Analisis estadistico

Se empled un disefio de bloques al azar y los
datos obtenidos fueron procesados por un
analisis de varianza (ANOVA) de una via. Se
utilizé el paquete estadistico Statistica® v.
10,0 para Windows (StatSoft) y para la com-
paracién de medias se utilizé la prueba mul-
tiple de Duncan (p < 0,05).



Chiquito-Contreras et al. (2020). ITEA-Inf. Tec. Econ. Agrar. 116(1): 19-29 23

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos indican que la res-
puesta de las plantas de tomate inoculadas de
forma individual y combinada con las cepas ri-
zobacterianas de P. putida mas la aplicaciéon
de dos concentraciones de fertilizacion sinté-
tica, muestra diferencias significativas (P < 0,05)
en las variables morfolégicas de plantay ren-
dimiento del fruto (Tabla 2). Las plantas ino-
culadas con las dos cepas FA-8 y FA-56 (MIX)
mas dosis de fertilizacion sintética al 75%
aumentaron la altura, longitud radical, bioma-
sa fresca y rendimiento del fruto en 21,94 %,
33,70%, 29,47% y 42,46 %, respectivamente,
respecto a las plantas con el 100% de fertili-
zacién sintética (control). Para las variables
diametro de tallo y volumen radical, las plan-
tas fertilizadas al 75% e inoculadas con la ce-
pa FA-56 mostraron un aumento del 8,56% y
48,36%, respectivamente, respecto a las plan-
tas control fertilizadas al 100%. La biomasa
seca de planta fue mayor con la cepa FA-8
mas fertilizacion sintética al 75%, logrando
un aumento del 42,46% respecto a las plan-
tas control con fertilizacion sintética al 100%.
La cuantificacién porcentual de SST en jugo
de fruto de tomate no mostré diferencias
significativas entre los tratamientos de las
plantas inoculadas con las cepas de P. putida
mas fertilizacion sintética en dosis del 75% y
100% (Tabla 2).

El aumento en el crecimiento y productividad
de las plantas de tomate inoculadas con las
cepas rizobacterianas y dosis reducida de fer-
tilizacion sintética (75%) ésta relacionado
con la capacidad de P. putida para sintetizar
hormonas vegetales del grupo de las auxinas
como el acido indolacético (AlA), mecanismo
de accion que estimula el crecimiento y de-
sarrollo vegetal al intervenir en la divisién ce-
lular y diferenciacion de tejidos, expresado
en un aumento de biomasa y rendimiento
(He et al., 2018; Ghosh et al., 2018). Diversas
cepas rizobacterianas también tienen la ha-

bilidad para mejorar el proceso de nutricién
mineral de las plantas al facilitar y aumentar
la absorcion de nutrimentos como N, Py que-
latizacion de iones como el Fe (Singh et al.,
2018; Bhat, 2019). Al respecto, distintos au-
tores han reportado la capacidad de las ri-
zobacterias para actuar como agentes esti-
muladores del crecimiento y de produccién
en cultivos bajo diferentes sustratos como,
tomate cultivado en piedra pémez (Hernan-
dez-Montiel et al., 2017) y banana en arena:
aluvion (Gamez et al., 2019) o directamente
en campo sobre maiz (Di Salvo et al., 2018).
En el estudio realizado por Carlier et al.
(2008), reportan que la inoculacién de plan-
tas de trigo establecidas en campo con Pseu-
domonas sp. mas un 50% de fertilizacion sin-
tética aumenté significativamente el peso
de semilla por numero de espiga. Diaz Franco
et al. (2015), encontraron que plantas de
sorgo establecidas en campo inoculadas con
A. brasilense mas una dosis de fertilizacion
sintética al 50% aumenta el niUmero de gra-
nos por panoja, el peso de 100 granos, con-
tenido de proteina y rendimiento de grano.
Por su parte, Chiquito-Contreras et al. (2017)
observaron que la inoculacién de rizobacte-
rias P. putida mas una fertilizacion sintética
en dosis del 75% en chile habanero cultiva-
do en un sustrato a base de piedra pémez,
aumento el rendimiento de fruto respecto a
las plantas con el 100% de fertilizacion. En
este estudio, plantas de tomate inoculadas
con dos cepas de P. putida mas dosis de fer-
tilizacién sintética al 75% (MIX) aumento el
rendimiento del fruto en un 42%, en com-
paracion con las plantas fertilizadas al 100%
(control).

Por otra parte, en cuanto a la composicion
nutricional del fruto, particularmente al con-
tenido de sélidos solubles totales (SST), al-
gunos reportes sefialan que esta cualidad or-
ganoléptica puede estar influenciada por la
capacidad de algunas rizobacterias para fa-
cilitar en las plantas la asimilacion de nutri-
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mentos, la estimulacion por medio de regu-
ladores del crecimiento (Gamalero y Glick,
2015) y compuestos organicos volatiles (COVs)
que promueven la sintesis de enzimas reduc-
toras de azucares presentes en la pared ce-
lular del fruto, las cuales, producen azucares
simples que incrementan la concentracion
de sélidos solubles totales en los frutos du-
rante el proceso de maduracion (Vazquez-
Ovando et al., 2012; Taiti et al., 2015).

En relacion a la poblacién de las dos cepas de
P. putida cuantificadas en raices de plantas de
tomate, las rizobacterianas mas dosis de fer-
tilizacion sintética al 75% y 100% mostraron
diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos (Figura 1). Las plantas inocula-
das con la cepa FA-56 y fertilizacion sintética

al 75% mostraron la mayor poblacién de cé-
lulas con 382 UFC (107 g~' de tejido fresco de
raiz). Las plantas con ambas cepas de P. pu-
tida y fertilizacion sintética al 100% mostra-
ron las poblaciones bajas de UFC. Existen evi-
dencias que indican el efecto negativo de
los fertilizantes sintéticos sobre la tasa po-
blacional y actividad metabdlica de las rizo-
bacterias inoculadas en plantas, por ejem-
plo, especies rizobacterianas fijadoras de
nitrégeno atmosférico generalmente en pre-
sencia de N inorganico presentan una re-
duccion en su habilidad para la fijacién bio-
l6gica de N, debido a que la accién de este
tipo de rizobacterias es particularmente sig-
nificativa cuando este elemento nutrimental
se encuentra escaso en la rizosfera de las
plantas (Nadeem et al., 2014; Moreau et al,,
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Figura 1. Unidades formadoras de colonias (UFC) cuantificadas en raiz de plantas de tomate inocula-
das con P. putida cepas FA-8 y FA-56. Letras distintas sobre las barras muestran diferencias significati-
vas de acuerdo con la prueba de rango multiple de Duncan (P < 0,05).

Figure 1. Colony forming units (CFU) quantified in root tomato plants inoculated with P. putida strains
FA-8 and FA-56. Different letters on the bars show significant differences according to Duncan’s mul-

tiple range test (P < 0.05).
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2019). Finalmente, las fluctuaciones en la
tasa poblacional de rizobacterias esta condi-
cionada segun el método de inoculacién de las
rizobacterias sobre las plantas, asi como a la
cantidad y calidad de los compuestos organi-
cos producidos por los exudados radicales,
destacando los aminoacidos, acidos organicos,
fenoles, fitohormonas (auxinas, giberelinasy
citoquininas), azucares, vitaminas y enzimas
(Lundberg y Teixeira, 2018; Wu et al., 2018).
La cantidad y calidad de los exudados radi-
cales de las plantas promueve en las rizo-
bacterias la competencia por estos metabo-
litos, asi como por el sitio que ocupan sobre
la raiz de la planta, siendo las uniones entre
las células epidérmicas y el area donde emer-
ge la raiz los sitios con mayor atraccion, ad-
hesién, actividad y poblacién microbiana
(Sasse et al., 2018; Olanrewaju et al., 2019).

Conclusiones

La respuesta de las plantas de tomate inocu-
ladas con las diferentes cepas de P. putida y
fertilizacién sintética en dosis reducida al 75%
mostré los mayores incrementos en todas las
variables morfoloégicas de crecimiento, pobla-
cién rizobacteriana y rendimiento de fruto. El
aprovechamiento de rizobacterias contribuye
a la disminucion de la cantidad de fertilizante
sintético suministrado a las plantas hasta en
25%, lo que puede permitir una reduccién en
los costos de produccién del cultivo, mantener
la fertilidad del suelo y minimizar el impacto
ambiental. Es necesario realizar trabajos en
campo con la implementacion de la fertiliza-
cién sintética en dosis reducidas para validar
el potencial de las cepas rizobacterianas de P
putida como agentes promotores del creci-
miento y en la productividad de las plantas de
tomate en torno a un esquema de produccién
agricola sustentable.
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