Acta Agrondntica Vol 48 - No.3/4 julio - diciembre de 1998

BACTERIAS DE VIDA LIBRE FIJADORAS DE N, EN DOS SUELOS
DEL VALLE DEL CAUCA'

Sigifredo Cardona M.? - Marina Sanchez de Prager®

COMPENDIO

Con &f fin de establecer ia presencia de bactetias de vida iibre fijadoras de N, e identificar Ias especies predominantes,
se recolectaron musastras en dos suelos agricolas def Valle def Cauca ubicados en Paimira v en Ficaurte. Se las realizé
caracterizacion fisica, quirica y se recogid informacion acerca de su mansjo anterior. En cada muastra se efeciud conteo
de fijadores asimbidticos de N, mediante ef mélodo de diluciones y siembra en medic Ashby fibre de nitrégens. Ei
aisiarniento bacteriane predominants se purifics e identificd. Las condiciones fisico-quimicas de ambos sueios favorecen
la presencia de estos microorganismos, pues fienen pH cercano a 1a neutralidad y contenido adecuado de nutrimentos. En
ef suelo de Ricaurte, inceplisof moderadamente profundo, cultivado con maracuyd y de uso infensivo de agroguimicos, se
estimd una poblacion de 5.5 x 107 unidades formadoras de colorvas/y de suelo seco v se aislé Azotobacter. como cepa

predominante { posiblermente A chrogcoccum | ssgun IME ), En e suelo de Palmira, mollisol cultivada con tomate, la
poblacicn fue de 5.1 x 10 U FC/g susio secp y predoming Stengirophomonas maltophilia (IMY), conocida como promotora

de crecimiemy en girasol y Irigo, registrada en algunos casos como patdgena debif en humanos.,

Patabras claves : Fijadores asimbidticos de N, Azotobacter spp, Stenotrophomonas maltophilia

ABSTBRACT
N, FIXER FREE LIVING BACTERIA IN TWO SOILS OF CAUCA VALLEY

Several sail samples were taken in two agricultural soils, located in Palmira and Ricaurte, Cauca Valley , with the aim of
establishing the presence of free iife N, fixer bacleria and to ideniify the predominante species. Such soils were chemical
and physically characterized and was coffected information about their farmer managemesni, For aach one of them were
counted the N, asymbictic fixers by ihe dilution method and cufiure in N free Ashby media. The main bacleria Isolated in
gach soif were |, purified and identified. The physical chemisiry condilions in both so0ils favored the presence of such
microorganisns because of the pH | closer o nautrat and an adequated nutrient confent, In Ricaurte, the soils was an
inceplsol, moderately deep and growing Fassion fruit - Passifiora edulis Sims -, in which have had an intensive use of
chemicals, simiter to Paimira's soil ; there, the microbial population was 5.5 x 107 U .F.C N, fixer bacterig/g of dry soil. In
Palmira, it was a molfisol growing tomaie - Lycopersicon esculentum Mill - with a population of 5.1 x 107 U _F (/g of dry soil;
both figures indicated the abundance of such microbiological resource and the potential for being explored in sustainable
agricuftural systems, In Ricaurte it was isolated Azotobacter /s a main strain {probably A. chroococeum, according i1} and in
Palmira, Stenotrophomonas mattophifia (M1, well known as a growth promoter in wheat and sunflower, referred in some
cases 4g lightly pglhogen in humans.

Key words : N, asymbiotc fixers, Azotobacter chroococcum , Stenotroprophormonas maltophilia

INTRODUCCION

El alto costo y bajo suministro de fertilizanias

por incrementos en &l crecimiento demografico,
espacialmente sn los paises en vias de desarrollo.

nitrogenados, cuya fuente primaria de energia son los
combustibles fdsiles finitos, encarecen los costos de
produccién, ocasionan efectos negativos sobre el
ambients y hacen prever una situacion scondmica y
social difficil hacia las praximas décadas, caracterizadas

El N, molecular constituye entre el 78% y 80% de la
atmosfera y séio es asimilable para las plantas a través
de su reduccion industrial con alto consumo de energia
fésil no renovable, o a través de la actividad de diferentes
microorganismas de la rizosfera y det filoplano.,

* Trabajo de invesiigackin financiada por Estampilia Pro-Universidad. Universidac Maciona! de Colombia, Sede Palmira; * Ingsniero Agrdnome Universdad
Macional da Colombia, Sede Palmira; * Profesora Titular, Universidad Nacionat de Colomdna, Sede Palmim, A A 237- Bmal gragerss @colnsl.com.oo
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La fijacion bioldgica de N, en forma asimbidtica,
contribuye gratuitamente entre 22 y 56 kg ha' afio™,
aproximadamente ei 50% del nitrégena necesario para
las plantas, reduce log requerimientos de fertilizantes
Industriales y por tanto disminuye los costos de
produccién agricola. Aungque las cifras son
considerablemente infericres a las obtenidas por
simblosis, la amplia distribucién de las bacterias
asimbidticas y su parficipacion en la sintesis de
sustancias biclégicamente activas, son la base de su
gran imporiancia (Primavesi, 1984, Arias, 1986,
Martinez, 1986; Ferndndaz y Novo, 1988; Lépez, 1993},

La familia Azotobactenaceae comprende los géneros
Azotobacter, Beijerinchia, Derxia, Azomonas,
Azotococcus (Postgale, 1882); bacterias aerobias,
heterotréficas y fijiadoras asimbidticas de N,. Buchanan
y Gibbons, {(1874); Thompsen and Skerman (1879); Arias
(1986); Holt et al (1994},

Elgénero Azotobacter se distingue porsutorma de
bacilo, sus células son grandes de 2-3ux 2-6u
alargadas o aplanadas, redondas u ovaladas, algunos
autores las consideran pleomérficas; son Gram
negativas, mdvites con flagelacion peritrica o polar y
asrobias obligadas, No presentan endosporas pero en
ciertas condiciones, como la presencia de butano! y/o
betahidroxibutirate, forman quistes esiéricos que
capacitan a la célula para vivir en épocas secas y
sobrevivir a las radiaciones durante su dispersion de un
suelo a otro, a traves del aire; a pesar de ¢llo, no son
muy resistentes al calor. La cantidad de quistes formados
depende de la fuente de carbano del medio. (Brock,
1973, Arias, 1986).

Azotobacter requiers humedad y aireacion
adecuadias, crece en presencia de nitrdgeno combinade,
pero éste impide la fijacién de N,. Presenta la mayor
velocidad de respiracion de todos los seres vivos
{velocidad de consumo de O,). La eficiencia de fijacién
da N, en Azotobacteres del 1al2%, o sea que fija de
10 - 20 mg de N, por gramo de fuente de carbono
consumida, aunque en casos axcepcionales A,
chroococcumfija de 20 a 30 mg de N, por cada gramo
de glucosa que consume. (Buchanan y Gibbons, 1874;
Thompson and Skarman, 1979; Yague, 1883; Arias,
1986; Martinez, 1986, Fernandez y Novo, 1988),

En el suelo, Azotobacter crece bien en ambientes
con abundante materta organica, cantidades dptimas
de fosforo v polasio, temperatura entre 28 y 30°C,
presercia de una fuente de energfa principalmente
rranitol, disporibilidad de calcie, magnesio y molibdena,
aungue este ultimo puede ser sustituido por el vanadio,
ElpH ootimo para sudesarnolloestéd entre 6.5y 7.5, sin
embargo, se ha encontrado Azolobacteren suelos con
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pH desde 4.5 hasta 8.5. En suelos salinos, la poblacion
de Azotebacter as 1000 veces menor que en suglos
fértiles v sU desarrollo se ve inhibido por aumentos en
la concentracion de cloruro de sodio {Cervantes vy
Qlivares, 1978},

Ademas de fijar N,, Azotobacter produce vitaminas,
auxinas (AlA}, giberelinas, c¢itocininas y ofras
sustancias que estimulan el crecimiento v produccidn
vagetal; fuera de ello, éstas bacterias actian como
arlagénicas de algunos hongos fitopalégenos como
Fusarium sp, Colfetotrichum sp y Pythium sp. (Yagus,
1983; Primavesi, 1984; Gonzdlez et al, 1985; Martinez,
1986; Sigueira y Franco, 1988; Shabaev et ai, 1980).

Esios hechos evidencian la necesidad de explorar
alternativas que potencien &l manejo de ta fijacion
bioclégica de N, como agenciadora de la fertilidad del
suels, campo en el gue se ha avanzado bastante en
Espafa, Dinamarca, Cuba y La India. En Colombia ia
investigacion sobre la fijacion bioldgica de N, se ha
concenirado en la simbiosis Hizobios - leguminosa,
dejande de lado un sector no menos importante como
son los fijadores asimbidticos de N,. El presente trabajo
pretende contribuir al conosimiento de estos habitantes
naturales de los suelos, que colaboran con ia nutricion
y sanidad de los cultivos; para ello se definieron los
siguientes objstivos:

* Estimarias poblaciones de bacterias fijadoras de N,
en dos suelos del! Valle del Cauca.

* Aislar, punficary caracterizar la cepa predominante
en cada uno de estos suelos.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Caracterizacion de los suelos

La muestra No. 1 se tomd en un lote de {a Hacienda
El Cairo, localizada en el corregimients de Ricaurte,
Munizipic de Belivar-Valle, situado a 940 msnm y con
una temperatura media anual de 26°C; la muestra No. 2
g6 tomd enun lote ubicado en la zona rural del municipio
de Palmira - Valle a 1001 msnm y una temperatura
promedio de 26°C (IGAC, 1980). Se efactud
caracterizacion fisica y quimica para cada suelo y se
indagd sobre las condiciones de manejo de cada uno
ellos.

Estimacion de microorganismos fijadores de N,

En cada lote se escogieron cinco sitios de muestreo;
en los primeros 20 cm de profundidad se tomaron
aproximadamente 200 g de suelo/sitio, retirando
previamente la capa superficial (hojarasca y matetia
organica semi-descompuesta). Las muestras se dejaron
secar al aire libre, se mezclaron, homogenizaron y
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pasaron portamices de 2 y 0.85 mm respectivamsnte
¥ se almacenaron para las observaciones a realizar. En
los primeros 5 dias después de! muestreo, se hicieron
estimaciones de microorganismos fijadores de N,

Para ello se usé el método de diluciones: a partir de
10*hasta 109 se efectuaron siembras en cajas de Petri
con medic Ashby (el cual contiene sales de Ca, Na, K,
S, Mg v una fuente de carbono manitol, ademas esta
libre de nitrogeno}, a razdn de tres repeticiones por
dilucion; se incubaron a 30°C por espaciode 24,48y
72 horas, al cabo de las cuales se efectuaron los
conteos. {Sanchez, 1990; Holt et al, 1884},

Caracterizacién de cepas

Las etapas de aislamientc, purificacion,
caracterizacién e identificacion de las cepas se

y manitol. (Lianos y Sanchez, 1982; Holt et al., 1984).
Posteriormente fas cepas se enviaron al International
Micological Institute - IM! en Inglaterra, con sl fin de
confirmar su identificacion.

RESULTADQS Y DISCUSION
Caracterizacion de los suelos estudigdos

Ricaurte corresponde a un inceptisol {VERTIC
USTROPEPT) dei conjunto Ricaurte; el suelo de Palmira
corresponde a un mollisol {PACHIC HAPLUSTOLL).
{IGAC, 1980). El lote de Ricaurte estaba sembrado con
maracuya y el de Palimira con tomate, ambos con alto
uso de insumos guimicos (Cuadro 1)

Ei nH del suelo de Ricaurte, esta en el rango optimo
para el crecimiento de fijadores de N, del género

CUADRO 1. Localizacion, clasificacion taxondmica y uso de los suelos estudiados

Conjunto Ricaurte (RT) Palmira (FLA)
Clasificacion taxonomica VERTIC USTROPEPT PACHIC HAPLUSTOLL
Caracteristicas sobresalientes Suelos superficiales s Horizontes poco ditferenciados

moderadamente profundos profundos a muy profundos
Cultive anterior Barbecho Barbecho
Cultivo actual Maracuya Tomate
Uso de insumos quimicos Intensivo Intensivo

efectuaron en sl laboratario de Microbiologia de fa
Universidad Nacional de Colombia Paimira.

El aislamiento de las cepas bacterianas fijadoras de
N, se hizo por siembra de grénulos de suelo en cajas
de Petri con medioc Ashby, se sembraron 3 réplicas por
cada muestra de suelo y sé incubaron a 30°C por 48
horas. Girard vy Rougieux (1964). Una vez oblenidas las
colonias, se sometieron a un proceso sucesivo de
diluciones sobre agua destilada estéril hasta lograr la
purificacion de as cepas.

De acuerdo con los resultados obtenidos enia elapa
anterior, se establecieron lus cultivas puros de las
bacterias en tubos de ensayo, sobre el medio de cultivo
mencionado.

De cada muestra de suelo se selecciond la cepa que
presentara mayor poblacién en los aislamientos, Con
el fin de tener una aproximacion a su identificacion, se
realizaron algunas pruebas morfoldgicas y bioquimicas
tales como crecimiento asrdbico, tincidn de Gram,
tincion negativa, produccidn de catalasa, licuetaccidn
de gelatina, produccion de H,S a partir de peptona,
crecimignto en caproato y O/F sobre glucesa, lactcsa
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Azotohacter (6.5-7.58}, mientras que Palmira presenta
un pH mas bajo, aungue no limitante para su desarrollo
{Cuadro 2). El contenido de materia organica del suelo
de Ricaurte es bajo, tal ver debido a las altas
temperaturas, la presencia de vientos secos y baja
precipitacion, predominante en la zona, o sea sucaracier
ustico. Se esperaria, por ello, que en este suslo la
poblacion de Azotobacterfuera baja. La materia organica
de Paimira esta dentro del rango normal para los suelos
del Valle del Cauca, por lo que se espera buena
disponibilidad de carbohidralos que faciliten el
crecimiento y multiplicacion de estas bactenas fijadoras,
Ambos suelos tienen alto contenide de P, especiaimente
an Palmira, que duplica la cantidad presente en Ricaurte.
El pH cercano a la neutralidad en Ricaurte,
aparentements hace disponible este elemeanto para las
plantas; en Palmira, puede ccurrir que parte delfosfore
este fijado al suelo. En cuanto a los niveles de cationes
intercambiables, el Ky Ca se encuentran altos para los
dos suelos, siendo superiores en Palmira; el Mg y el
Na estan dentro del rango normal para ambos, al iguai
quelaClC.



Acta Agronémica

Vol. 48 - No. 3/4 julio - diciembre de 1998

CUADRO 2. Caracterizacién fisico-quimica y bioldgica de los suelos estudiados

SUELO RICAURTE PALWMIRA
PH (RELACION 1:1) 6.9 6.0
M. QRGANICA (%) 1.00 43
Al Intercambiable med/100g - -

P. asimilable ppm 54 103
K. intarcambiable meg/100g .59 0.82
Ca. Intercambiable megq/100g 8.5 11.8
Mg. Intercambiable meq/100g B.7 7.10
Na intercambiabie meg/100g 0.27 0.25
CIC. {meg/100g) 18.2 23.4
Cobre {ppm). 6.8 136
Hierro (ppm). 29.7 47.0
Manganeso (ppm) 35.0 40.5
Zinc (ppm). 1.3 3.7
Boro {ppm). 0.1 0.0
Textura al tacto, ArA FArA
Estimacién de filadares de N, 55" 1 5.1 7107

Con respacto a los elementos menores, el Cu y el Mn
estan altos para los dos casos, y el Fa se encuentra en
un rango medio; el Zn estd bajo en el suelo de Ricaurte
y alto en Palmira, mientras que B es bajo para ambos
suelos.

Caon relacion a la parte fisica la textura de los dos
suelos es relativamente pesada; aunque aparentemente
hay mejores caracteristicas en Palmira, en épocas
secas se alcanza a apreciar la formacion de grietas.

Estimacién de microorganismos fijadores de N,

Er los suelos de Ricaurte y Palmira se estimaron
poblaciones de 5.5 X 1 y 5.1 X 107 UFC. gss!
raspectivamente, los cuales superan l0s registros en olros
suelos (Burbano, 1989), v sefala la tiqueza on este recursc
bioldgico, a pesar de corresponder a agrosistemas con
alto uso de insumos quimicos (Cuadro 2),

Caracterizacion de jos aislamientos bacterianos

La cepa B, corresponde a una bacteria agrobica,
fijadora de nitrdgeno, color blanquecing iniclalmente, que
luego se torna café oscuro. Consta de células muy
pequefias de forma ovoides y cocoides; su mayor
velocidad de crecimiento se manifiesta dentro de las 24
y 48 horas, aunque en este tiempo no cubre
complefamente la supericie del medio de cultivo.

La cepa B, también es una bacteria aerobica fijadora
de nitrégeno, de apariencia transparente cuando joven,
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que ai envejecer toma un color café oscuro, formas
ovoides y cocoides, tamafo un poco mayor que B,
mayor velocidad de grecimiento durante las primeras
48 horas, ttempo en el gue cubre cast totalmente la
superficie del medio de cuitivo.

Las cepas son Gram negativas, con tendencias a Gram
variables, catalasa y proteasa positivas, produccion de
H.S positiva, aercbicas estrictas y en esta condicion
utitizan como fuentes de carbohidratos azdcares tales
coma glucosa, actosa y manitol, {Cuadro 3)

El caproato permite diferenciar a Azotobacter
chroococcum del resto de especies del género, pues
s5lo ésta y Azotobacter vinefandii crecen scbre dicho
azucar, pero sélo la segunda produce pigmentos verdes
fluorescentes solubles en agua. Las cepas B, v B,
creciercn en caproato (Holt et al., 1994).

L.os resullados de estas pruebas condujeron a que
ambas cepas fueran identificadas en primera instancia
coma periengcientes al género Azofobacter. Ef IM}
{Internaticnal Mycological Institute 1998), conbase en
el anélisis cuantitative de acidos grasos, confirméala
cepa B! como Azotobacter sp, sugiriendo que
probablemente se trate de A. chroococcumpor seresta
la especie mas cominmente aislada. Con respecto a
B,, fue identificaga por IMI como Stenotrophomonas
maltophifia. Esta bacteria ha sufrido continuas
reclasificaciones:  Pseudomornas maliophilia,
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CUADRO 3. Algunas caracteristicas morfolégicas y fisioidgicas de las cepas seleccionadas

PRUEBA CEPA OBSERVACION
B1 B2
Tincion de Gram -y + -y + Gram variables
Tincion negativa Celulas cocoides Celulas cocoides
¥ ovoides y ovoides
Crecimiento aerdbico + +
Crecimiento anaerdbico . -
Produccién catalasa. (H,0,) + + B2 > B1
Licuefac. Gelatina. (Proteasa) + + B2 > B1
Produccidn de H,S a partir de ¥ + Formac. de sulfuro
peptona de plomo (PbS) al
contacto con el
acelato de plomo
OF  -Glucosa Degrada en Dlegradaen Aerdbicas
condiciones aerdbicas  condiciones aergbicas
-Lactosa Degrada encondiciones Degrada en condiziones
aerchicas aunque aerdhicas aungque
lentamente lentamenta
-Manitol Degrada en condiciones  Degrada en condiciones
aerchicas asrobicas
CREC. ENMANITOL + +
CREC_EN CAPROATO + + B2>B1
IDENTIFICACION PRELIMINAR Azotobacter AzotobacterB,
chroococcumB,
IDENTIFICACION Azptobacler sp Stenotrophomonas
I maltophifia

Xanthomonas malfophifia y finalmente Palleroni y
Bradbury 1893, la situaron como S. maftophilia.
Miembros de esta especie se han encontrado en un
amplio rango de hospedercs vegetales, y se ha utifizado
como promotores de crecimiento en girasol y trigo; sin
embargo, s& ha registrado en algunos casos como
patégeno débil en humanos (Fages y Arsac, 1991}

Los resultados avidenciaron 1a presencia de baclerias
fijadoras de N, de vida libre en los lotes muestreados y
las cantidades estimadas indican la riqueza de este
recurso microbicldgico y las potencialidades a explorar,
dentro de sisternas de agricullura sostenible.
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A bajos niveles de P en el suslo, la inoculacion de
pimentoén con cepas efectivas de HMA, mejora el
crecimiento de las plantas, la absorcién de P, Zn, Mn,
Cu, lafloracion, reduce el tiernpo de antesis, incrementa
la produccion de materia seca total, el rendimientoy el
nivel de acido ascdrbico de la fruta. Las plantas de
pimenton micorrizadas soportan mejor las condiciones
de salinidad (Gdmez & Séanchez de P, 1891}, Plantas
de pimentén preinoculadas con Glomus fasciculatumy
fertilizadas con 37.5 kg P ha' presentaron mayores
rendimientas que agquellas ne inoculadas que recibieron
75 kg, Pha'. Esta informacion sugiere que la aplicacion
de fertilizantes se puade reducr a través de la inoculacion
con una cepa eficiente de HMA, lo cual incide en los
costos de fertilizacién sin detrimento del rendimiento
{Sreelamulu & Bagyara, 1984},

Son numerosos 10s registros de electos positivos
ocasionados por la inpculacion con Azotobacierenmaiz,
avena, trigo, sorge, pasto, etc. Por ejemplo, en Pakisian,
Hussain et al {1987) informaron que al aplicar Azolobacter
2 semillas de maiz sembradas en camps con y sin
fertitizacion (N y P a razon de 125 y 40 kg.ha'y, &l
ncrements en el rendimiento de grano fue de 1896y 15.9%
en comparacion con sl confrof no inoculado. Elsfectofue
mrayor en condiciones de no fedilizacién, Este aurmentolo
explican con base en [a fijacion de N, por esta bacteriay
la posible produccién de hormonas de crecimiento como
Acldo indotacético (auxina), Acido giberélico (giberelina) v
kinetina {citocinina). Martinez-Toledo et al {1988)
gncontraron gue la inoculacion con Azotobacter
chroococcumfue mas eficiente condosis bajas (40 kg. N
ha') que con dosis altas (80 kg, N ha') de drea.

Aguilar, Tofifio & Sdnchez de P. {1995) aisiaron dos
bacterias de la rizostera de  guanabano, citricos y
garbanzo, identificadas preliminarmente como
Azotobacter spp., inocularcn semillas de tomate, con
estus cullivos bacterianos pures de 48 h de siembra,
diluidos en agua, aplicados medianie imbibicidn duranie
una hora y también por aplicacion directa de inéculo a
la raiz de plantulas de 15 dias de siembra. Obtuvieron
mayor crecimiento y drea foliar en tas plantulas donde
se imbibieron las semillas.

Sanchez et al (1894} evaluaron la combinacion de
suatro cepas de hongos micorizogenos con niveles de
Azotobacleren Coffea arabica L. Alos siete meses, la
combinacion de Glomus fasciculatumyy G. pelucida con
la rizobacteria, mostrd los mayores incrementos en
altura, diametrc del tallo y 4rea foliar. En pimenton, Tofifio
& Sanchez de P. (1996}, evaluaron tres indculos de HMA
y Azotobacter vinelandii aplicados a la semilla
individualmente v combinados. Las plantas inoculadas
con HMA {Scutellospora gilmoriy Acaulospora longula)
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superaron en 100% e} volumen de raiz respecto al
testigo, Azotobacter sp. logré aumento del 75%; v la
interaccion HMA-Azofobacter, aungue difirio
significativamente del testigo, fue inferior a la accion
individual de estos microorganismos. Efectos similares
se presentaron en peso seco de rafces.

En este trabajo de investigacion se planted como
hipdtesis que la combinacion micorriza - rizobacterias
diazotréficas inoculadas al pimentdn pueden incrementar
su rendimiento y sustituir [a mitad de la dosis de
fertilizante de sintesis. Para comprobar su validez, se
plartearon como objetivos:

* Estimar los posibles efecios de la inoculacion con
HMA en el rendimiento del pimentdn Capsicum
annuumL. ¥ sUs componentes principales peso de
frutos y numero de frutos.

* Estimar el efecto de la incculacidn con rizobacterias
diazotroficas en ia produccion de la planta.

* Estimar los efectos de interaccion HMA -
rizobacterias diazotréficas en la expresion del
rendimiemo y [0s dos componentes principales
mengionados.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Et gxperimento se llevd a cabo en la Universidad
Nacional de Colombia sede Palmira, Departaments dal
Valle del Cauca.

Se establecieron siete tralamientos ;

1 Fertilizacion NPK (18-18-18), (40g/pl.} F

2 Fertilizacién NPK {18-18-18), (20 g/pl.y Fi2

3 Bacteria # 1+ NPK (20 g/pl) Bi1F/2
4 Bacteria # 2 + NPK {20 g/pl) B2F2

5 HMA+ NPK {20 g/pl.) MF/2

6 HMA +Bacteria # 1+ NFK {20 g/pl)  MB1F2
7 HMA + Bacteria # 2 + NPK (20 g/pl.)  MB2F/2

Las cepas bacterianas se aislaron con anterioridad,
en ellote donde se reakizé ef ensayo, a partir de suelo
de la rizosfera de citricos, garbanzo y guanabano, La
rizobacteria B1 que se identificd prefiminarmente como
Azotobacter chroococcum, mostro efecto promotor de
crecimiento en tomate {Aguilar, Tofific & Sanchez de
P., 1908) v la rizobacteria B2, A. vinelandii, provoco
incremento en el desarroflo de plantulas de tomaie y
pimenton (Aguilar, Tofifo & Sanchez de P, 1998; Tofifio
& Sanchez de P, 1996).

El in¢eculo de HMA correspondid a una mezcla de
Scutsllospora gilmoriy Acaulospora longuifa, se obtuvo
en el banco de cepas de la UNal-Paimira, se escoqid
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por haber promovido mayor crecimiento en pimentoén
en ensayos prevics, (Tofibo & Sanchez de P, 1998}, EI
material vegelal empleado fue la variedad Califomia
Wonder,

Para inccular las semillas con rizobacterias, se
Imbitieron una hora en medio Ashby liquide, empleando
1 x 107 bact/ml [Martinez-Toledo et al, 1988 y Aguflar,
Totifio & Sanchez de P, 1998). Para inocular la semilla
con HMA, se roded del suelo micorrizado; $e utilizaron
200 esporas/pl. En los tratamientos que combinaban
las dos inoculaciones, primero se imbibio la semilla en
sofucion bacteriana por una hora y s¢ aplico HMA al
momento de Ia slembra,

Los semilleres se hicieron en vasos desechables
gtilizande como sustralo cachaza - carbonilla ( 3:1), a
los 40 dias se llevaron al campo. En ef trasptante se
utifizéd surco doble, a 1 m, con una distancia entre
plantas de 0.4 m., lo que dio una poblacién estimada
de 42.000 pi/ha. La fertilizacion se efectud 15 dias
después del trasplante.

E! drea total de culiivo (188 m? } se distribuyo en 4
blogues completos, las unidades experimentales
estaban constituidas por parcelas de 8.7 m? con cuatro
surcos de siete plantas cada une y una parcela il con
los dos surcos centrales, se elimind una planta en las
cabeceras para un total de 10 plantas pot repeticion,
sobre las cuales se realizaron todas las ohservaciones.

Durante tres meses en cosechas semanales se evalud
el namero de frutos/planta, peso promedio de frutos/
planta y rendimiento por planta, Para determinar el efecto
de los tratamientos, se realizé andlisis de varianza para
cada una de ias variables y la prueba de rango miltiple
de Duncan al 5% de probabilidad de error.

RESULTADOS Y DISCUSION

Numero de frutos por planta

Se presentaron diferencias significativas enlre las
plantas micorrizadas + F/2, aguellas a las que se les
aplicé solamente F/2 y B2F/2. La inoculacion de
Seutellospora y Acaulospora + Fi2 produjo el mayor
nimero de frutos por planta (9), superd & la fertilizacion
media (F/2) y fertilizacién completa (F) en 48% y 12%
respectivamente y los tratamientos con las rizobacterias
B1yB2+F/2 (Figura ).

Enla combinacién micorriza-rizobacterias disminuyé
el nimero de frutos respecto a MF/2; B1 se vid afectada
negativamente por la interaccién, en cambioc B2
Ingramentd sus frutos y no se diferencid
significativamente del tratamiento MF/2, aunque
tampoco de su respuesta cuando se inoculd sola.
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Esimportants tener en cuents que en las relacicnes
que se establecen entre los microorganismos en la
rizostera de cultives influye el genotipo de cada unode
ellos, su capacidad de competencia y las condiciones
ambientales, entre otros (Barea & Azcon-Aguilar, 1979},

Peso promedio de frutos

Para esta variable, no se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos, aungue 1as incculaciones
individuales ¢ combinadas aumentaron ¢l peso promedio
de frutos en comparacién con los testigos (F/2 y F),
diferencias posiblemente debidas al error experimental.

B2F/2 fue el tratamiento donde se encontré el mayor
peso promedio de frutos por planta y en FC el menor
{Figura 2},

Rendimiento por ptanta

Se presentaron diferencias altamente significativas
entre tratamientos. Aquellos con inoculacion microbiana
+ F/2 incrementaron el rendimiento conrespecio a F/2.
Fertilizacién completa {F) fue superado por MF/2, BIF/
2y MB2F/2 (Figura 3).

El mayor rendimiento se obtuvo en HMAF/2 con
promedio de 970 g/planta y superd significativamente
los demas tratamientos; a la fertilizacian complata en
15% y a F/2 en 81%. La presencia de micorriza hizo
que la planta fuera més eficiente absorbiende nutrientes,
hasta el punto que con la dosis media de NPK (F/2) se
alcanzd mayor nimero de frutos y rendimiento que en
{a fertilizacion completa (F) y en [as combinaciones de
F/2 + rizobacterias + micorriza.

B1F/2 y MB2F/2 superaron en § y 5.5% respecti-
vamente el renditiento obtenido por fertitizacion
gompleta, sin embargo no difiieron significativamente.
82 y MB1F/2 presentaron rendimientes inferioras a
fertilizacion completa. Bt alcanzé un rendimiento
significativaments superior (21.6%} conrespectoa B2,
sin embarge en las interacciones con micorriza,
disminuyé significativamente su actividad, mientras que
B2 actud sinergisticamente con HMA, no sdlo en esta
variable, sino también en nimero de frutos por planta.

Aguilar & Sanchez de P. (1998}, inocularon la
rizobacteria B1, utilizada en este trabajo, en lomate
Lycopersicon esculentum Mill Var. Santa Clara +
fertilizacion media de NPK, esta combinacion auments
en 5% el peso promedio de frutos y rendimiento respacto
a fertilizacidn completa y media.

El andlisis de comrelaciones mostrd que el numero de
frutos por planta tuvo alta influencia sobre el rendimbento
del cultivo, mientras que a mayor peso promedio de
frutos se presentd menor rendimiento.
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CUADRO 1. Distribucion de 1a Produccion de frutos de pimentdn a través
de tres meses de cosecha

MES (%) TOTAL (g/p!)

TRAT. 1 2 3
F 26.4 12.8 60.6 837.05
Fr2 20 18.1 61.9 533.2
B1.F/2 419 68 51.2 877.78
B2.F/2 273 258 46.8 72177
M.F/2 34.4 10.4 52.2 969.858
M.B1.F/2 256 13.3 60.9 770.87
M.B2.F/2 32.8 8.8 58,2 88251
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