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SUMMARY

EFPECTS OF BACTERIAL  FERTILIZERRE ON TOMATO Frapmeprwe
IN ABSENCE OF BACTERIAL ESTABLISHMENT IN THE RHIZOSPHERE

In & comlitnated .|]|Ju"'.'| o ol wierabial {Az r.l,rjflurll.r and phesphobacteria) and
mmeral [AI'R) fertifizers, i wnesterile field soil, the fmroduced baciern. filed o
be estallished, ot an optimal fevel, in tomato rhizosphere.  Alfhongh positive effects
ol bacte anl, aferiilieerss on fu'uu'slk were showed

Fhe shmilarity o the eifects 11"ul1|b.|.1! h'| she different types of bucleral eofetili-
zeis suFgest @ common mode of sction, heng not amagoniced by NPK addition,
Sinee the elffects redemble those  prodocced Dy treanment with plant hormones, thiz
mechanism  could by baxcl om 11:|. 1JEE¥LI'|I.=- af stuch substhnees M the  hacterin
Hincnkn, property shared {5 itre b the Azilobacter aml- phosphobacteria tesied

IxrtTronuccidN

En experiencias anteriores realizadas en este laboratoria {Ocampo
et al, 1975 Ocampo y Barea, 1075 ¥ Ocampo et al., 1076) se estudid
Ia forma de conseguic um establecimienta de bacterias utilizadas como
indeulos, lo mis prolongade posible, en la rizosfera de suelo de cultivo.
Circunstancia también investignda en coltivos de arena-materia orgdnica
(Azcan et al., 1471),

Todos los experimentos anteriores (Ocampo et al, 1075; Oeampo
¥ Barea, 1975 ¥ Ocampo et al., 1976) se llevaran a cabo utilizando La-
vandwln spica var. vera L. Como las plantas son un factor importante
entre los determinantes del desarrollo de Azofobacter en el suclo
(Krasil'Nikov, 1061); ¥ a que el tipo de planta puede decidir que sus
ruices resulten un habitat favorable o antagénico para Aszotebacter
(Katenelson v Streelezyk, 1161), era necesario comprobar si el estable-

cimiento de fas bacterias inpenladas variaba significativamente, al utili-
zar otro cultivo.

Al mismo ticmpe, al haberse deserito que entre los mecanismes de
accion de Jos abonos microbianes, uno de loz més decisives parece ser
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In produccion de fitohormonas por esas microorganismos (Browin, LOT4),
s intenta comprobar eslas circunstancias en el presente trabajo.,

Se utilizd tomate como planta extraclora debido a que se conocen
sus parametros de crecimicnto en relacidn con su sensibilidad 2 los elecs
tos de las hormonas comerciales o producidas por las hacterins inocu-
fadas (Azcon et al., 1075 ¥ Marfil et al., 1975),

MATERIAL ¥ METODOS
Micraoy gunismas

Se utilizaron tres bacterias solubilizadoras de fosfatos: Prewdono-
aas 5., Agrobacterium sp. ¥ Bacillus sp. Estas estirpes [ueron selee-
cionadas por Azcon et al. (1973), entre 50 fosfobacterias. Poseian, en
cultivo puro, la capacidad de solubilizar fosfatas organicas y fosfato de
roca, también eran productoras de hormonas vegetales de acuerdo cotk
Parea et al. (1976), De otro lado, cumplian los requisitos de persistencia
en su capacidad para solubilizar fosfutos y de producir beneficio inme-
diato al vegetal, condiciones exigidas a las {osfabacterias para ser selec-
cionadas {Ramos-Cormenzana, 1970). Para la preparacion de inoeualos,
Jus bacterins e cultivaron en medio fiquide de Brown (1572), mante-
niéndolas en agitacion durante diez dias a 28" C. En el momento de la
inoeulacion se hizo un recuento cn piaca de Petri con medio de Ramos
y Callag (1967). Cada ecultive contenia 10° fasfobacterias/ml., aproxi-
madamente. El indcule utilizado fue una mezcla a partes iguales de los
tres cultivos de fosfobacterias.

Se emplearon tres Azolobacters A, (A chroocacemn), cedido por
¢l Dr. Brown (Rothamsted, Experimental Station, Inglaterra), capaz
e producir auxinas y giberclinas (Brown ¥ Burlinghan, 1963), A, (L.
sinelandin v A, (Ao beiferinckii), Jislados en este departamente, Estas
dos con también productores de auxinas, giberelinas ¥ citoquininas (Az-
con v Barea, 1473). Cada Arotabacter se cultivo en agitacion durants
eatoree dins a 2% C. En el momenta de la inoculacion se hizo un re-
cuento en placa de Petri con medio solido de Brown et al. {1962 a), Cada
cultivo de Azofobocier contenia unas 10* células/ml., aproximadamente.
El inaculo utilizado fue una mezcla a partes iguales de los tres cultivos
dee Agolebacter.

Suelo

e utilizd un suelo, proveniente de la provincia de Granada, de tipo
pardo calizo (A, B ¥ C), con pH = 7,8 ¥ que contenta 30 mg/Kg. de
P,0,, 182 mg/Eg. de N oy 45 mg/Eg. de B0, Tenia: 970 por 100 de
arena pruesa, 23,80 por 100 de arena fina, 19,25 por 100 de limo y 48,28

por 100 de arcilla. Asimismo contenia 1,1 por 100 de materia orginica.

s
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Plaontas

S utilizaran plantas de tomate. Las semillas se hicieran germinar
gn arens himeda v ane vez emergidas las plintuliz se regaron con agua
desionizada, realizindose el trasplante a lns cuatro semanas de la ger-
minacion, En ¢l momento del trasplante, a las raices se les aplica 6,1 ml,
del correspondiente indeulo, Por tanto, cada plintula recibio, aproxi-
madamente, 10¢ fosfobacterias v/o 107 Azefabacier.

Trofanientos

Al suelo se le anadio wn 2 por 100 {F/F) de estiéreanl de granja. Sobre
éste se aplicaron lo: siguientes tratmientos

Fertilizantes microbiang:

C = Control {eultivo de bacterias muertas 2l antoclave)
{3 repeticiones),
P = Indeuio de bacterias solubilizadoras de fosfatos
(3 repeticiones).
A = Inaculo de Azotobecter
(5 repeticiones).
A+ P o= Asoptebacter mas fosfobacterias
(& repeticiones).

Fertilizantes quimicos.—Se utilizd un fertilizante soluble que contenia:

8774 ¢ de POH KA
2571 g ode (NO,Casl
1200 grode (INOONH, L

Se aplicd una dosis de 10 ml/Kg de suelo en lag épocas que se cian
o contingacion,

1. Mo se aplicd solucion nutritiva en mingln momento del ensayo,

2, Se aplicd una dosis al eolocar la plintule, o sea simultineanente
a los tratamientos microbianos.

d. Mo se aplicd dosis al trazplantar, pero se abong, a las dizz se-
mangs del trasplanie,

£. Se aplicd una dosis al trasplaniar ¥ otra o las dicz semanasz del
trasplamte.

Los tratamientos gquimicos y biologicos se combinaron de tal mane-
ta gue coalguicr ratamicnto microbiano sufria tedes y cada uno de los
tratamicntos quimicos ¥y viceversa.

Las plantas se cultivaron durante dicciséis semanas en invernadero
a 1925 C, reciblendo agua mediante un sistema de subirrigacion. El
apua ascendia antomdticamente, por capilaridad, cvando era necesario.
De esta forma no se afectan las propiedades fisicas del suelo,
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Se utilizaron 80 macetas de 2 Kg de capacidad {16 tratamientos por
& repeticiones). Los 16 tratamientos resultun de aplicar 4 tratamientos
quimicos por 4 tratamientos microbianes.

Dreternting cumnes

Durante ¢l experimento se realizaron cada quince dias tomas de
mucstras de suelo rizosférico como describen Brown et al. (1962 W¥
Barea ¥ Brown (1974). Se tomaron aproximadamente 1,5 g de suclo
rizosiérico de cada una de ias S0 maces. L primer muestreo se realizd
ccis semnas después del tragplante con objeto de no dafiar las raices
de las plintulas.

Para los recuentos de Aselodacter sc ptilizaron diluciones seriadas
al 1/10 de cada tratamiento, ¥ se sembraron en medio solido carcnte de
nitrogeno (Brown et al, 1462 a).

Para establecer una base de referencia en los recuentas el suelo rizos-
férico de las muestras tomidas se recupera de las diluciones 107% ¥ 1077,
secandolas a 105° C y pusandolas a continuacion. Kl nimero de bacte-
rias se refirio o un gramo de suela rizosférico seco.

Las fosfobacterias se contaron en un medio de Ramns v Callao (1967}
que contenia 0,02 por 100 de {osfato de roca. La solubilizacion se detec-
i por formacion de halos alrededor de las colonias.

Al imiciarse la floracion (cnincidiendo aproximadamente con el re-
cuenio bacteriane nam, 2), cada dos dias sc eonta: a) Nimero de
batones florales (coeliciente 1). B) Nimero de hotones mostrando color
(coef. 2). ¢} Nimero de flores abiertas (coef. 3). d) Nimero de flores
amuertasy (para dar frute) (cock. ). €) Namero de frutos (coef. ).

Para caleular el deradow de floracion =e multiplien el nimero de cle-
mentas de cada estadio por su cocficiente, abteniéndose después la mdisn
por tratamiento ¥ dia de recuento. Asi se logra el agradon por dia de
recuents, Posteriormente, s¢ constroyen erificas en las gue s¢ TOPS
sentan los seradose de floracién con respecto 4l tiempo, para cada ung
de los tratamientos. Interrumpiéndose ésta ctanto se efectud el 5.2 re-
cuento bacteriano,

RESULTADODS

La tabla 1 muestra los resultados del recudnto de Azatobacler en
rizosfera de tomate inoculpda, hien con esta bacteria sola (tratamien-
to A), o hien en combinacion con bacterias solubilizaderas de fosfatos
{tratamiente A = T). Ln todos los casos el miunero de Azatnbacter
disminuye de forma eonsiderable, a lo largo del ensaye, pero siemnpre
¢ obtuve mayor nimero de Azotobacter en la rizasfora de las plantas
en las que esa bacterin ae labia inoculado conjuntamentc con bacteriaz
solubilizadoras de fosfatos. que en las que se hahia inoculado Azole-
buacter soln, Los tratamientos quimicos no fienen gran influencia sobre
el niimero de Azotobacter excepto ¢n el tratamicnto 2, cuando se apli-
can al enmienzo de la floracian. |
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Taers [

Cifrag de Azmialacter en Vizorfers de foarade

Tratamiento aplicsda ¥ de azotobecier (3 10%g de suelo seco
Ferlilizante (Recuento nimerajt

quimico hacteriano 1 2 3 4 &
A 216 33 28 =] 2

1 161%)
AP 258 1148 2% At 1

20107
A 256 417 45 a8 i

2 o35 "
A==l i Bk 465 A% 44

14710")

Tratamientos gquimicos aplicades:
1. No se aplich.
2. Iniciabmente.
{*) Al comienzo de la floracidn.
Aow Macetas inoea'adas con s gotobecter,
A 4+ P = Maceras inoeabnlzs con Asofobacter ¥ [osiohacterias.

Tamea 11

Cljene e lfg;_fuh]”"g‘g; eo rizoifern de femmsie

Tratamiante aplicado H.? da Totlobacterinn {3 1005 de suelo veco (%)
Fertilizanle {Recuento namerc):

gquimies bactarinne 1 2 a 4 i
B 205 122 an 52 £

1B ("
AP 162 14 #3 67 B

16(%
A L it 3 gl 28

2 38"
AP ks ] 105 46 B8 32

47"

[**} Les recuentos inchuven lag foslcbacienas iniculatae ¢ s existentes de forma
normul en el 2utla,

Tratomientos quarmices aplicados:

1. Mo e aplica,

2, Inicialmente.

) Al comierze de la florcko,

P = Maceths incculubas con fosinlaclerias,
A+ P = Macetas inocalzdas con Azorebaceer y fosfobasterias,
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i la tabla 1 sc observan los resultados de los diferentes recuentos
efectuados en muesteas de rizosfera de tomate con diferentes tratamicn-
tos quimicos ¥ bacterianos. Las cifras de fosfobacterias fueron supe-
riores cuando se aplicalan conjuntamente con Azpiobacier, excepto en
el tratamiento quimico 1. Fs de destacar que las cifras de fosfobacterias,
cuando éstas s inoeulaban individvalmente, fueron superiores en el
tratmmiento 1 que en el 2

A partir del recuento ndmero 3 las cifrus de Asetebacter (tabla 1),
como lus de fosfobacterias (tabla 11), descendieron hasta niveles sub-
aptimos de forma tal que no se encontraron vilras aprecinbles de estos
microor ganisnins.

Las graficas 1 v 2 representan la evalucidn de los procesos de flo.
racién, expresada en forma de wgrado de floracione, Aungue este sgrado
de flaracione se determing cada dos dias, solo se representa en perio-
dos de cuatro dizs con objeto de no complicar la figurs. Este agrado
de floracionn se ha obtenido a partir de resultados peumulativos v de
todo ¢l tratamiento (no la media por macetas).

La grifica | muestra gue el teatmmiento A < P oes el yue provoca
una mayor precocidad de floracion.

Fn la grafica 2 se pone de manifiesto que ¢l abono inorginico imnduce
una mayor precocidad de floracion, pero esta sicmproe 8 superior cuando
s inoculan bacterias (Azptelbacter o fosfohacterias), sobre lodo cuande
psias se inoeulan conjuntamente (fratamiento A+ D

Discustox

En & caso de inoeulacion conjunta de Asotohacter con fosfobacte-
rias (tabla [, tratamiento A + '} se consigue un wayor ntimera de
Aratobarier vn lo rizosfera de tomate gquoe cuande se inocula indivi-
dualmente (tratamiento Aj Para buscar la cansa de tal efecto hay que
volver, de acoerdo con Oeampo et al. (1015 ¥ 1074, a pensar que las
fosfobacterias estimulan de algin modo el desarrollo de la poblacion
de Azatebocter,

Iin relacion con ¢l efecto del abonn inorginico aplicado al inocular,
i cifra de Azotebacter {labla 1) es similar en tratamiento quimico 2
que en 1, o sei, el abono imorganico no favorece el dezarrolie de Azo-
tobacter. Fste hecho prede explicarse, segim Ocampo et al. (1976],
por una estimplacion de los microorganismas antagonistas frente o Azo-
tobacter en I rizosfern de las plantas tratadas con NFPK.

Por Ian misma cansa (tabla IT), el abono inorginica oo favorece,
sino que perjudica el establecimicnto de las Fosfobacterins, pues hay
menor nomers de bacterins solubilizaderas de fosiatos en tratamiento
quimico 2 que en 1. Sin embarga, la estimulacion de fosfobacterias por
Azotobacter (Qeampa et al., 1975 y 1976) es lo suficientemente elevada
como para gue Taya uma eifrs cansiderable de fosfobacteriag (tratamien
to A + P), a pesar de ln aceién de los micreorganismos amensalistis.

Comp muestea la grafica 1, hay una mayor prccucidad de {loracion
o loz tratamientos inoculados conjuntamente can zotpbocier ¥ fos-
folacterias, esta accion se debe indudablemente a la accion de los Azo-
tobacter, va que en el recuento nim. 3 (tabla 1) se abserva una dife-
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rencia considerable, en el niimero de Asotebacter, entre los tratamien-
tos A ¥y A + ', mientras que las cifras de fosfobacterias son similares
en ambos tratamientos (ratamientos I' v A + P, tabla 11

En las revisiones de Mishustin y Shil’Nikova (1971) y HBrown (1974)
concluyen gue el efecto positivo de los Asetabocter en el crecimiento de
las plantas no puede atribuirse a wn enriguecimiento del medio con nitro-
geno comhinade. De forma similar, Tinker y Sanders (1975} opinan que
lns bacterias solubilizadoras de [osfatos, i vitrs, no incrementan el
nivel de fosforo en el suelo. lstas ohservaciones estin en concordancia
con los resultndos observados en Ja grafica 2, en la gue se muesira una
mayor precocidad de floracion en agnellos tratamientos en los que se
habian inoculado bacterias (Azatebacter v/o fosfobaclerias), a pesar de
lhaber exceso de nitrogeno ¥ [ésforo asimilables, De la que se deduce,
y de acuerdo con la opinién de diversos antores. que la produccidn de
fitohermonas es el principal mecanismo de aceién yue explica log efec-
tos positivos, sobre el crecimiento de las plantas, encontrados por la
aplicacion de efertiliznntesy microlianos.

In lae revisiones de Brown et al, (1908) ¥ Brown (1974), la litera-
tura cientifica recogida apoya dicha idea. El hecho de que los efectos
sabre ¢l crecimiento (graficas 1y 2) sean muy parecidos independiente-
mente del tipo de bacteria inoenlada, y que dicho efecto no solo no es
incompatible con los fertilizantes NPK, sino que incluso tal abonado
inorghnico aplicado en dosis adecuadas exalta la accion, sugiere que
los distintos tipos de wlertilizantess micrebianes actian por un meci-
nismo comim, La precocidad con que se muestran los efectos v los
cintomas mas sobresalientes hacen pensar en el mecanismo hormonal.
En los irabajos de este lnboratorio (Azcon et al, 1074 Barea et
al., 1974 ¥ Azcon et al, 1974 se ha puesto de manifiesto la importan-
cia de este mecanismo de accion en el comportamiento de las bacterias
inoculadas v su repercusion sobre el crecimiento de las plantas, meca-
nismo confirmado, indirectamente, mediante la aplicacion de fitohor-
monas comerciales (darhil v al., 1975).

No cabe duda que un aporte extra de sustancias reguladoras de
crecimiento vegetal, evando la planta se encuentra en un estadio cri-
tico de su desarrollo, confiere al vegetal un estimulo importante. Con-
secuentemente, plantas mas vigorosas, en funcion del aporte harmomnal
provocado por el indeulo hacteriano (graficas 1 y 2). poseen una capa-
cidad superior a los controles no inoculados para aleanzar un mayor
desarrollo, debide a lu propin inercia del proceso, a pesar de que las
cifras de bacterias decaigan rapidamente,

En experiencias anteriores (Ocampo et al., 1975 y 19746), en las que
solo se variaba ¢l tipo de planta, se encontraron mejores niveles de
establecimiento de inéculos bacterianos que en la presente, ntilizando
tomate. Fsto induce a pensar. de acnerdn con  varios  autores
{Clark, 1948: Ulyashova, 1165 ¥ Brown, 1474) que las plantas de toma-
te poseen un electo negative muy marcado sohre ¢l establecimiento de
lag bacteriag inoculadas.
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ReEdumEs .

[in wn ensave de fertilizucion biologicn en el gue se aplican d=afebacter ¥ loslo-
Bacterin  comhinadamente con NPK, e oun sul:?:r de  cultive nagaral (oo estenl),
no se consiguit el establecimienta de lia bucterias intreducidss en rizoslery de=
tomate. Sin embargo, Jog sfcriilizotess snicrohinnes predujeron efectos positives
en la floracion de divha plaota,

El heche de gue log distinlps  tralamientos bhcterianoa ensyados produferan
electos shmilares swriere un mecinisine de aocion comin, (ue no €5 antagotizida
por In adicien de NPE  Los efectos son muy parecidos a los que se comisiguen
inoculmedo (itoliormanas e rizesfera de tomate, ¥ tenivndo en cuentn gue s bacte-
Fias wssdng . demostroron preducie tales sustancias in vifre, s puede "-hgﬂ"ll' fque la
actividad de los indewlons bacterianos en los procesos reproductivos de lo planta estd
busada en fa presencia de tiles compueitos fitoactives en los culiives de dzaluboe
fer v fosfobactering ensayados,
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