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Resumen

El presente trabajo se desarroll6 con el propdsito de eficientar la entrega de nutrientes
reduciendo de la cantidad y frecuencia de aplicacion, utilizando fertilizantes encapsulados e
inoculando con microorganismos benéficos para mejorar de manera sostenible la nutricion y
resistencia de las plantas. Se realizaron dos bioensayos a nivel invernadero, se aplicé el
fertilizante micro-encapsulado MKP (FE) en plantas de tomate que previamente fueron
inoculadas con un hongo micorricico arbuscular (HMA) y la rizobacteria Enterobacter sp.
DBASL1 para mejorar la absorcion de nutrientes y activar la resistencia sistémica inducida
contra el patdgeno Pectobacterium cacticidum (FHLGJ22). EI primer bioensayo fue
realizado para promover del crecimiento de las plantas, con el objetivo de evaluar el
crecimiento de la planta y comprobar la simbiosis de hongo-bacteria con la planta, donde se
evaluaron 9 tratamientos: 1) Control, 2) MKP, 3) MKP + Rizobacteria, 4) FE + HMA +
Rizobacteria, 5) MKP + HMA + Rizobacteria, 6) FE + Rizobacteria, 7) FE, 8) MKP + HMA,
9) FE + HMA, con 10 repeticiones por tratamiento bajo un disefio experimental de bloques
completamente al azar. Se evaluaron parametros biométricos de todas las plantas como:
altura de la planta (AP), diametro del tallo (DT), peso fresco y seco de hojas, tallo, raiz,
parametros fisiolégicos como: tasa de fotosintesis, transpiracion y conductancia estomatica;
ademas se cuantifico el contenido de P por cada tratamiento. Se confirmo por microscopia la
colonizacién micorricica y presencia de la rizobacteria en las raices de plantas tratadas. El
segundo bioensayo realizado fue de patogenicidad para evaluar el posible efecto sinérgico de
la interaccion de ambos microorganismos benéficos para inducir la resistencia sistémica, se
evaluaron 8 tratamientos: 1) Control, 2) Control + FHLGJ22, 3) MKP + HMA + FHLGJ22,
4) MKP + HMA, 5) MKP +HMA + FHLGJ22, 6) FE + HMA + Rizobacteria + FHLGJ22,
7) FE + Rizobacteria + FHLGJ22, 8) FE + HMA + FHLGJ22, con las mismas repeticiones
y mismo disefio experimental al bioensayo anterior. Las plantas se infectaron con el patégeno
necrotréfico P. cacticidum (FHLG22), las diferencias de sintomas presentados se evaluaron
por medio de analisis de imagenes y finalmente se evaluo la expresidn de genes asociados a
defensa. La interaccion de los microorganismos benéficos facilitd la absorcion de nutrientes,
en especial al P por el FE, los andlisis moleculares de expresidon génica confirmaron que
genes de resistencia involucrados con acido jasmonico y etileno, estaban inducidos en

respuesta al patégeno. En conclusion, las plantas tratadas con FE y microorganismos
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benéficos no solo mostraron incremento de P foliar, sino que también desarrollaron
resistencia frente al patégeno. Estos resultados subrayan el potencial de implementar
fertilizante encapsulado en combinacién con los microorganismos benéficos para promover
la salud y resistencia en las plantas. Para futuras investigaciones se podria plantear el uso de
fertilizantes encapsulados con el fin de reducir la cantidad y frecuencia de aplicacion,
combinado con microorganismos benéficos para mejorar la salud de la planta y reducir el uso

de productos quimicos.
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l. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.), perteneciente a la familia de las solanéceas,
su origen es de América del Sur. México es considerado el centro de domesticacion de esta
hortaliza. EI tomate es una de las hortalizas de mayor importancia por la que ocupa el segundo
lugar en hectareas sembradas, en agricultura protegida superando las 15,000 ha, con
rendimientos entre las 100 y 500 ton/ha al afio, en funcion del nivel de tecnificacion del
invernadero (Sandoval, 2005; SIAP, 2022). Su produccidn es a nivel nacional, pero en tres
estados se concentra la mayor produccion, el principal estado de esta hortaliza es Sinaloa con
el 60.9%, las entidades que les siguen son Baja california con 7.8% y Sonora con 5.2%
(SADER & SIAP, 2023). El cultivo de tomate en agricultura protegida representa el 70% de
hectareas cultivadas (INEGI, 2018). México a nivel mundial esta en la posicion nimero 10
en hectareas cosechadas (FAOSTAT, 2021).

En la fase inicial del crecimiento del tomate, es fundamental asegurar un suministro
adecuado de nutrientes esenciales, entre los cuales el fosforo (P) destaca por su importancia,
este elemento que participa en procesos de transferencia de energia, respiracion y fotosintesis
(Marschner, 2012); es un componente esencial del ADN y ARN, forma parte de las moléculas
de transferencia energética (ADP y ATP), e interviene en la division celular (Kalaji et
al., 2014). Para las plantas de tomate el nitrégeno disponible (N) es la principal limitante,
que junto con el fosforo (P) determinan el desarrollo vegetal en el cultivo de tomate (Cerdn
y Aristizabal, 2012). El fosforo (P) es absorbido en formas especificas como el anion fosfato
(PO4 ) u ortofosfato (HPO4 2y H2 PO4 1), estas muestran complicaciones de disponibilidad

en el suelo dependiendo de sus condiciones (Hawkesford et al., 2012).

Actualmente las innovaciones desarrolladas para mejorar la entrega y eficiencia del
fertilizante, es el uso de biopolimeros para el recubrimiento del fertilizante, que permite una
liberacion lenta del nutriente, prolongado su disponibilidad en el suelo y asegurando una
absorcion mas eficiente por parte de las plantas (Zhang et al., 2000). La tecnologia de
encapsulamiento implica envolver los nutrientes en una capa de material biodegradable que
controlan la tasa de degradacion y liberacidn de los nutrientes, este método asegura que los
nutrientes sean liberados en sincronia con las necesidades de las plantas, maximizando la

absorcion y minimizando las pérdidas (Naz & Sulaiman, 2016). Los mecanismos de
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liberacion, generalmente se basan en tres pasos principales: absorcion de agua, disolucién de
los nutrientes y difusion. Primero, el material que forma la capa, absorbe agua del suelo
donde después el agua se difunde lentamente a través de la capa biopolimérica y disuelve a
los nutrientes; de esta manera, el fertilizante se libera lentamente hacia el suelo a través de
los poros del material envolvente (Nedovic & col., 2011). Los fertilizantes encapsulados
representan una innovacion significativa en la agricultura, ofreciendo una solucion eficaz
para la liberacion controlada de nutrientes, que mejora la eficiencia de los insumos agricolas,
reduce el impacto ambiental y mejora la salud del suelo beneficiando la actividad microbiana
(Trenkel, M. E. 2010).

En los ecosistemas se establecen diversas interacciones ecolégicas entre los
organismos, las plantas establecen interacciones benéficas con bacterias y hongos presentes
en la rizosfera, el rizoplano y la filosfera (Andrews & Edwards 2012). Estos
microorganismos, incluidos hongos micorricicos arbusculares (HMA) absorben fosforo (P)
y otros minerales esenciales del suelo, debido a la liberacion de enzimas por parte del hongo
(Riaz & Fang, 2021). Casi el 90% de las especies de plantas, incluidas las plantas con flores
y helechos, pueden desarrollar conexiones interdependientes con los HMA (Zhu et al., 2010;
Ahanger et al., 2014). Los hongos micorricicos arbusculares favorecen el crecimiento de las
plantas hospedantes ante condiciones de estrés, al mediar una serie de eventos de
comunicacion complejos entre la planta y el hongo que conduce a una mayor gasta de
fotosintatos y otros rasgos relacionados con el intercambio de gases (Birhane et al, 2012).
Favorecen a una mayor absorcion de agua y nutrientes al incrementar el area radicular, asi
como una mayor resistencia a una variedad de estreses que incluyen sequia, salinidad,
temperatura, metales y enfermedades (Rodriguez et al., 2008; Ahanger et al 2014; Salam et
al., 2017). Otro microorganismo benéfico que se asocia con las raices de las plantas, son las
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, estas ejercen un efecto benefico en las
plantas mejorando el crecimiento, nutricién y mecanismos para resistencia contra patégenos
(Gravel et al., 2007; Copetta et al., 2011). Las rizobacterias mejoran los mecanismos de
defensa en las plantas por el proceso denominado resistencia sistémica inducida (RSI),
mecanismo de defensa contra una amplia variedad de fitopatdgenos e insectos fitofagos
(Pieterse et al., 2014). Las rizobacterias a traves de la RSI fortifica la pared celular, asi como

cambios fisiologicos y bioquimicos en la planta, o que conduce a la sintesis de productos
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quimicos de defensa contra diversos patdgenos, incluyendo los necrotroficos (Reddy, 2014).
Los patdgenos necrotréficos entran a la planta a través de heridas o de tejido muerto, matan
y se alimentan de células muertas, como es el caso de las bacterias fitopatdgenas del género
Pectobacterium, estas bacterias pueden infectar tejidos vegetales y descomponerlos,
causando sintomas como marchitez, necrosis y descomposicion de los tejidos (Toth, 2003).
Una nueva cepa de Pectobacterium, se aislo y caracterizo en plantas de girasol (Helianthus
annuus L.) en México, las cuales presentaron clorosis tisular y pudricion blanda en las hojas
(Valenzuela-Soto et al., 2015). EI mecanismo de infeccion se caracteriza principalmente
debido a la produccién de enzimas degradativas que descomponen las paredes celulares y
proteinas estructurales (Charkowski, A. O. 2018). La presencia del patdgeno en la planta
activa diversas respuestas de defensa, estas respuestas incluyen la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), la acumulacion de acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA),
etileno (ET), y la expresion de genes relacionados con la patogenicidad (PR), (Jones, J. D.
G. 2006). De esta forma, los microorganismos patdégenos y benéficos modifican la red de
sefiales de defensa en las plantas modificando los niveles de las fitohormonas: SA, JAy ET
(Glazebrook, 2005; Barna et al., 2012; Vos et al., 2015). Estos promueven la expresion de
genes especificos de defensa, que preparan a la planta para reaccionar mas eficientemente

ante el ataque de algun patogeno (Canchignia et al., 2015).
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ANTECEDENTES

I.1 Cultivo de tomate en México

En México, la mayor parte de la produccion de hortalizas en invernaderos se destina al
cultivo de tomate, debido a las ventajas agronémicas que se tienen por el aumento en el rendimiento
y adaptabilidad a diversos sistemas de produccion (Sanchez-del Castillo et al., 2010). Ademas de
su importancia econémica, destaca por su importancia nutrimental por ser fuente de vitaminas
como A, B1, B2 y C, minerales y antioxidantes (SADER, 2022). La actividad agricola es de gran
importancia para la economia, de las 198 millones de hectéareas del territorio Mexicano el 15 % es
de uso agricola, México es un importante exportador de frutas y hortalizas, el tomate ocupa el
segundo en exportacion (Secretaria de Economia, Gobierno de México, 2022), es de las especies
horticolas mas cultivadas en cielo abierto como en invernadero, estimando rendimientos de 3.72
millones de toneladas al afio, en funcion del nivel de tecnificacion del invernadero (Sandoval,
2005., SIAP, 2022).

1.2 Generalidades del cultivo de tomate

El tomate, conocido como Solanum lycopersicum L, es una planta originaria de
Ameérica del sur, especificamente de la region andina. Es una de las hortalizas maés
importantes y ampliamente cultivadas en el mundo debido a su versatilidad culinaria y su
valor nutricional (Rick, 2018). A continuacion, se presentan algunas de las caracteristicas

principales del tomate:

Fruto. El tomate es técnicamente una fruta, aunque en la cocina generalmente lo
consideran y se utiliza como una hortaliza, debido a su sabor ligeramente acido y su uso en

platos salados.

Variedades. Existen numerosas variedades de tomates que varian en tamafio,
forma, color y sabor. Algunas variedades mas comunes incluyen tomates cherry, los tomates

de ciruela, los tomates beefsteak y los tomates roma, entre otros.

Color. Los tomates pueden ser de diversos colores, incluyendo rojo, amarillo,

naranja, verde e incluso morado. El color rojo intenso es el mas comun y esta asociado con
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un alto contenido de licopeno, un antioxidante que se cree tiene varios beneficios para la

salud.

Nutrientes. Los tomates son una importante fuente de nutrientes esenciales,
incluyendo vitamina C, vitamina K y folato. También contiene compuestos bioactivos como
el licopeno y la luteina, que se han relacionado con la reduccion del riesgo de enfermedades

cronicas como cardiacas.

Cultivo. El tomate es una planta anual que se cultiva en una amplia variedad de
climas, desde regiones tropicales hasta temperadas. Se cultiva mejor en suelos bien drenados

y ricos en materia organica, y requiere pleno sol para un éptimo crecimiento y desarrollo.

Polinizacion. Aunque los tomates pueden auto fecundarse, la polinizacion por

insectos como las abejas aumenta la calidad y la cantidad de frutos producidos.

Cosecha y almacenamiento. Los tomates se cosechan cuando estdn maduros, lo
que se determina por su color y firmeza. Una vez cosechados, los tomates maduros deben
almacenarse a temperatura ambiente y consumirse dentro de unos dias para obtener el mejor

sabor y textura.

Usos culinarios. El tomate es un ingrediente fundamental en muchas cocinas de
todo el mundo. Se utilizan frescos en ensaladas, salsas, sopas, guisos y como acompariante

de diversos platos. También se pueden secar, enlatar o triturar para su uso posterior.

Estas caracteristicas destacadas del tomate muestran su importancia tanto desde el
punto de vista culinario como nutricional. Su versatilidad y valor nutricional lo convierten

en un alimento fundamental en muchas dietas en todo el mundo.
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1.3 Taxonomia y clasificacion

Clasificacion taxonomica del tomate, (Peralta & Spooner, 2005).
1. Reino: Vegetal
2. Divisién: Tracheophyta
3. Subdivision: Pteroside
4. Clase: Angiosperma
5. Subclase: Dicotyledoneae
6. Grupo: Metachlamydae
7. Orden: Solanales
8. Familia: Solanaceae
9. Género: Solanum

10. Especie: Solanum lycopersicum L.

1.4 Fertilizacion

La fertilizacion es una de las practicas mas importantes, ya que permite sustentar
una produccién alta y de calidad, los fertilizantes son materiales organicos o inorganicos de
origen natural o sintético que se adicionan al suelo para abastecer uno 0 mas nutrientes
esenciales para el crecimiento y desarrollo normal de las plantas (Bhandari, 2014), de esta
manera, la fertilizacion como fuente de nutrientes es un factor clave en la produccion de
cultivos (Gonzalez., 2015). La nutricion del tomate requiere de los 16 elementos esenciales
para su optimo crecimiento (Jasso, 2011). Los elementos esenciales estan divididos en no
minerales (Carbono, Hidrogeno y Oxigeno) y minerales (Macro elementos: Nitrogeno,
Fésforo, Potasio, Calcio, Magnesio y Azufre; Micro elementos: Manganeso, Fierro, Cobre,
Zinc, Cloro, Boro y Molibdeno) que se consideran constituyentes del suelo, es importante

proporcionar a las plantas una mezcla equilibrada de estos nutrientes para garantizar un
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crecimiento saludable y una produccién optima de frutos. EI manejo adecuado de la
fertilizacion, junto con un monitoreo del estado nutricional de las plantas, es fundamental
para optimizar el rendimiento y calidad (Velasco et al., 2011). La mezcla de fertilizantes para
hacer solucion nutritiva es una practica comdn y esencial en la agricultura moderna para
suministrar los nutrientes necesarios para el desarrollo vegetativo de la planta, estos deben

estar en forma asimilable y en concentracién y proporcion adecuada (Burguefio, 2002).

1.4.1 Problematica por el uso de fertilizantes

Los fertilizantes quimicos han contribuido al rendimiento de los cultivos,
aumentando la produccién de alimentos en el mundo (Espinosa, 2009). La agricultura
convencional depende de los fertilizantes minerales solubles, para obtener un mayor
rendimiento. Sin embargo, el uso excesivo de estos a llevado a problemas como la
eutrofizacion, toxicidad de las aguas, contaminacion de aguas subterraneas, contaminacion
del aire, degradacion del suelo y de los ecosistemas, desequilibrios bioldgicos y reduccion de
la biodiversidad (Wang., 2018) Los efectos negativos de los fertilizantes en el agua son: la
contaminacion de cuerpos de agua superficiales y subterraneos a través de la escorrentia 'y la
lixiviacion. Los nutrientes en exceso, como el N y P, pueden provocar la eutrofizacion, un
proceso que causa un crecimiento excesivo de algas y plantas acuéticas, agotando el oxigeno
del agua y dafiando los ecosistemas acuaticos (Schindler., 2006). ElI uso excesivo de
fertilizantes afecta la calidad del suelo, reduciendo su fertilidad a largo plazo. La
acidificacion del suelo, la salinizacion y la pérdida de materia organica son algunas de las
consecuencias de la aplicacion excesiva de fertilizantes (Lal R., 2004). Con todas las
problematicas mencionadas, se han registrado estudios, con trabajos de restauracion de
suelos, conservacion de suelos, incorporacion de materia organica, uso de biofertilizantes,
técnicas de cultivo semiforzados, uso de sistema de riego por goteo, asi como sustituir
fertilizantes, por otros que contaminen menos el suelo, etc. Estos trabajos se centran en el
uso eficiente de los recursos naturales que intervienen en el desarrollo y crecimiento de las
plantas, con el proposito de continuar produciendo alimentos sin afectar a las futuras

generaciones, este enfoque se le conoce como agricultura sustentable, ya que es un sistema
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que integra un conjunto de técnicas que abarca los aspectos econdmicos, sociales y
ecoldgicos (Altieri & Nicholl, 2000).

El avance de la tecnologia desarrolla técnicas que minimicen el uso de fertilizantes,
pero al mismo tiempo se optimicen rendimientos, una estrategia para mejorar la eficiencia de
la entrega de nutrientes a las plantas y reducir la perdida de nutrientes al medio ambiente es
la encapsulacion de fertilizantes (Hassanien & Mahdy, 2021). La funcién del
encapsulamiento es reducir la fijacion del nutriente en el suelo, para proporcionar una
liberacion adecuada que esté disponible para una buena absorcion por la planta (Jin et al.,
2010).

1.4.2 Fertilizantes encapsulados

El concepto de fertilizantes encapsulados comenzo a desarrollarse en la década
1960, el objetivo es mejorar la eficiencia de la entrega y frecuencia de aplicacion de
nutrientes, para encapsular se usaron materiales simples como resinas o cera, lo que permitia
la liberacion lenta (Shoji & Kanno 1994). La caracteristica de liberacion lenta de nutrientes
utilizados en la agricultura, mejora la eficiencia de los fertilizantes y reduce el impacto
ambiental (Trenkel M. E., 2010). Las tecnologias de encapsulamiento de fertilizantes estan
disefiadas para reducir perdida por lixiviacion, lo que prolonga que el nutriente esté
disponible por mas tiempo para la planta (Navarro & Guajardo et al., 2018). Lo anterior
consiste basicamente en generar particulas de fertilizantes o activos bioldgicos
biodegradables que sirve como capsula de proteccion y vehiculo, esto minimiza el impacto
ambiental al reducir la lixiviacion, volatilizacion y degradacion de lo fertilizantes. La
liberacion ocurre en respuesta a varios parametros como temperatura, humedad, cambio en
la acidez del suelo (Roy & Singh 2014).

Los encapsulados mejoran la eficiencia y en estos se utilizan sustancias de origen
natural como agente encapsulante: almidon de papa o maiz, cera de candelilla, quitosano, e
incluso residuos de bagazo de café (Pérez & Torres, et al., 2018). El proceso de

encapsulamiento afronta la problematica de nutrientes que estan en bajas cantidades o estan
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en forma no asimilable para la planta, lo que genera problemas en cultivos, bloqueando su

crecimiento y generando desequilibrios fisiol6gicos.

Uno de los nutrientes que a menudo presenta este problema es el fosforo, este
elemento tiene baja disponibilidad en el suelo y puede ser limitada debido a su baja
movilidad. Esto se debe a varias razones, incluidas sus interacciones con los componentes
del suelo y su tendencia a formar compuestos insolubles, normalmente esta presente en
formas que no son féacilmente disponibles para las plantas (Kaur, 2017). Mediante la
encapsulaciéon en polimeros biodegradables, se logra una liberacion lenta y sostenida del
fésforo, sincronizada a las necesidades de las plantas. Actualmente los trabajos reportados
en el uso de fertilizantes encapsulados, se diferencian por el uso de materiales de
recubrimiento, los cuales son seleccionados y disefiados en cantidades especificas para

optimizar la liberacion (Kumar R., et al 2021).

1.4.3 Aspectos sobre el encapsulamiento de compuestos

El micro-encapsulamiento es un proceso en la que pequefias particulas que
contienen un agente activo son encapsuladas por un recubrimiento compuesto de un material
diferente al agente activo para formar una capsula. Esto permite la proteccion del nutriente
contra condiciones ambientales o caracteristicas del suelo, que proporcionan una
disminucion en la tasa de liberacion de estos agentes (Diaz & Gamboa., 2011). Se han
investigado una amplia variedad de particulas en el campo del micro-encapsulamiento,
incluyendo adhesivos, agroquimicos, sabores, enzimas activas, farmacos, fragancias, etc.,
(Thies, 2002). Existen varios materiales que se utilizan para el encapsulamiento de
compuestos, cada uno con caracteristicas especificas que los hacen adecuados para diferentes
aplicaciones (Arwal, 2021). En resumen, el propdsito del encapsulamiento es estabilizar un
agente activo y controlar su tasa de liberacion para eficientizar el uso de fertilizantes

minimizando los impactos ambientales.
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I.4.4 Morfologia de micro-capsulas

La morfologia de las micro-capsulas depende principalmente del agente activo y del
proceso de deposicion de la capa. Algunas de las principales morfologias de las micro-

capsulas que pueden ser obtenidas son las siguientes (Sri et al., 2012):
1) Mononuclear: las micro-capsulas contienen la capa alrededor del nucleo (agente activo).
2) Polinuclear: las micro-capsulas contienen muchos nucleos rodeados de una misma capa.

3) Encapsulamiento en una matriz: en este el material nicleo se distribuye homogéneamente

en el material capa.

La aplicacion del micro-encapsulado esta usualmente definido por la permeabilidad.
Las microcapsulas con paredes impermeables son usadas donde se requiere el aislamiento de
los agentes activos, seguidos por una rapida liberacion bajo ciertas condiciones. Las
microcapsulas donde las paredes son permeables lo que permiten una liberacion prolongada

de los agentes activos al ambiente (Sri et al., 2012).

1.4.5 Métodos de encapsulamiento

El incremento en tecnologias de encapsulamiento ha avanzado en los ultimos afios.
Una gran variedad de técnicas se ha reportado para la micro-encapsulacion, estas se dividen
en dos categorias: La primera, se usan materiales monémeros o pre-polimeros; en estos
métodos participan en reacciones quimicas a lo largo de la formacion de la micro-capsula.
En la segunda, los materiales iniciales son polimeros, por lo que no hay una reaccion quimica
involucrada durante la formacion de la micro-capsula (Dubey et al., 2009). Existen dos
técnicas mas usadas para el proceso de micro-encapsulados son: spray coating, coacervacion,
evaporacion de solventes, gelificacion idnica, liposomas, spray drying y spray chilling
(Okuro et al., 2013). Generalmente el método de micro-encapsulamiento depende de la
naturaleza del material a encapsular y del material encapsulante. A continuacion, se describe

el método utilizado para encapsular el fertilizante que se uso en este trabajo.
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1.4.5.1 Spray chilling

En la tecnologia de Spray chilling se utiliza un sistema a base de materiales de bajo
punto de fusion. Esta técnica involucra la adicion de un componente de interés a una matriz
en estado fundido, donde la mezcla resultante se alimenta a través de una boquilla
atomizadora. Cuando el material atomizado se pone en contacto con el ambiente, el cual es
enfriado por debajo del punto de fusion del material matriz, la matriz se solidifica (debido al
intercambio de calor entre el material fundido y el aire frio), formandose las particulas
solidas. (Okuro et al., 2013). El procesado de los agentes activos mediante esta tecnologia de
micro-encapsulamiento reduce su higroscopicidad, cambia su solubilidad y le proporciona
proteccion fisica, permitiendo una liberacion lenta-controlada de estos agentes. En la técnica
de Spray chilling, la matriz se calienta por encima de su punto de fusion, se mezcla con el
ingrediente activo, y se atomiza a una camara de enfriamiento. Un factor importante a
considerar durante el atomizado es la cristalizacion de la matriz, debido a que es comun que
esta matriz presente un polimorfismo, lo que influye significativamente en los mecanismos
de liberacion del agente activo (Kirk & Othmer, 2008).

Generalmente produce microesferas tipo matriz, las cuales son densas y de
geometria esférica. Se utiliza principalmente para producir agentes activos rodeados por una
capa lipidica o cerosa. Entre las variables clave para lograr caracteristicas optimas en el
encapsulamiento, esto reduce la viscosidad del material encapsulante y la velocidad de
atomizacion. El desempefio del Spray chilling depende especificamente de la atomizacion de
la mezcla fundida (Okuro et al., 2013). La eficiencia de la atomizacion, a su vez, esta en
funcién de los diferentes tipos de dispositivos que pueden ejercer la atomizacion. Estos
dispositivos pueden ser boquillas de presion, atomizadores centrifugos, atomizadores

rotatorios, atomizadores de fluidos duales o atomizadores ultrasénicos.
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1.4.5.2 Spray drying

La técnica de Spray drying consiste de un proceso rapido, continuo, de alto costo-
beneficio, reproducible y escalable para la produccién de polvos secos a partir de un material
fluido, el cual es atomizado por una boquilla hacia un medio de aire de secado a alta
temperatura (Sosnik & Seremeta, 2015). El producto que se obtiene mediante la utilizacién
de esta tecnologia generalmente es de menor tamafio que el que se obtiene mediante Spray
chilling, debido a que la mayor parte del producto se recolecta de la fraccion ciclon (Flores
& Kong, 2017). Para el encapsulamiento se pueden utilizar materiales tanto hidrofilicos como
lipofilicos, incluso se pueden realizar combinaciones de materiales encapsulantes. Esta
técnica es una de las méas tradicionales para el encapsulamiento de aromas y sabores, y
recientemente se ha extendido su aplicacion a sustancias bioactivas (Alvim et al., 2016). A
pesar de que esta técnica se utiliza principalmente para el encapsulamiento de agentes
activos, también es posible utilizarla para pulverizar agentes activos y cambiarle sus

propiedades fisicas, como solubilidad, tamafio y cristalinidad (Sosnik & Seremeta, 2015).

Auln cuando la técnica de Spray chilling y la de Spray drying pueden llevarse a cabo
en el mismo equipo con algunas modificaciones, se obtienen micro-encapsulados con
diferentes caracteristicas, se presenta un cuadro con las diferencias principales entre estas

dos técnicas:

Cuadro 1. Diferencias entre las técnicas de Spray Chilling y Spray Drying (Okuro et al., 2013).

Spray drying Spray chilling
La energia se aplicaen lagota, | La energia se remueve en la
Flujo de energia induciendo la evaporacion del | particula, induciendo la
medio. solidificacion del medio.
Equipo Tubos de alimentacion sin | Tubos  de  alimentacion
calor calentados
Flujo en la camara Aire caliente Aire frio
Tamafio de particula 5—150 um 20 — 200 pm
Mecanismos de disolucion Disolucion Difusion, calentamiento
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Morfologia de la particular

Particulas geométricas con
superficie irregular y porosa
debida a la evaporacion del
solvente.

Densa, esférica y de superficie
lisa.

Vehiculo

Polimeros solubles en agua

Ceras, acidos grasos,
polimeros solubles en agua y
mondmeros insolubles en
agua.

Etapas de procesos

Dispersion o disolucion del
agente activo en una solucién

Dispersion o disolucion del
agente activo en la mezcla

acuosa, atomizacion y | lipidica,  atomizacion vy
deshidratacion. enfriamiento.
Contenido de solidos (%) 5-50 10- 20

1.5 Fosforo en el suelo

El fosforo en el suelo se encuentra en diversas formas, incluidos compuestos
organicos e inorganicos, y su disponibilidad para las plantas esta influenciada por factores
como el pH del suelo, la textura del suelo, la presencia de microorganismos y la actividad de
las raices. Los compuestos de fésforo pueden estar en formas solubles, como los fosfatos
inorganicos, o en formas insolubles, como los fosfatos de hierro, aluminio o calcio. La baja
solubilidad de estos compuestos puede limitar la disponibilidad de fosforo para las plantas,
especialmente en suelo &cidos o alcalinos (Richardson & Simpson, 2011). La concentracion
del fésforo en el suelo se encuentra alrededor de 0.05% y solo el 0.01% esta disponible para
las plantas lo que hace insuficiente para el desarrollo y crecimiento de un cultivo (Tilak et
al., 2005). Esta porcion disponible en el suelo, es de apenas unas décimas de ppm de fosforo.
Este proviene de las apatitas y depdsitos de fosfato natural donde es liberado a través de la
meteorizacion por accion de factores bioticos y abioticos, el fosforo inorganico (Pi), se
encuentra en el suelo como fosfatos de Ca, Fe, Mg y Al en las arcillas del grupo caolinitas,
por lo que, al ser precipitadas o fijadas la planta no puede beneficiarse del elemento (Rincén
y Gutiérrez, 2012). El fésforo asimilable es el que se encuentra en forma de iones fosfato

diacido y monoécido (Silva Rossi et al., 2006).
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1.5.1 El fosforo en las plantas

El fésforo tiene es importante en el desarrollo vegetal debido a que es parte de los
nutrientes esenciales y es considerado después del nitrégeno el segundo en la escala de
jerarquias derivado por su importancia (Nosratabada et al., 2017). Sus funciones no pueden
ser ejecutadas por ningun otro nutriente, se clasifica como un nutriente primario esencial para
el crecimiento y desarrollo de las plantas, desempefiando roles fundamentales en procesos
como la fotosintesis, la transferencia de energia y la sintesis de acidos nucleicos. El fésforo
es un componente esencial de los &cidos nucleicos (ADN y ARN), asi como del trifosfato de
adenosina (ATP), la moneda energética de la célula, participa en la fosforilacion de
carbohidratos, lo que es esencial para la transferencia de energia en la célula, contribuye a la
estructura de las membranas celulares a través de los fosfolipidos y es fundamental para el
desarrollo de las raices y la formacion de flores y frutos (Lynch & Brown, 2008). El fosforo
se mueve en la planta a través del xilema hacia las partes en crecimiento, donde se utiliza en
diversos procesos metabdlicos. Otra parte del fosforo se almacena en forma de compuestos
fosfatados en los tejidos vegetales, o que permite a la planta tener reservas de este elemento
para momentos de alta demanda, como durante la floracion y formacion de frutos. Este
almacenamiento se da en las vacuolas de las células vegetales, donde el fosforo se encuentra
en forma de fitatos, compuestos que pueden ser reciclados y utilizados cuando la planta lo

requiera.

1.5.2 Deficiencia de fosforo

La deficiencia del fésforo en las plantas es un problema comdn que puede afectar
su crecimiento y desarrollo. El fosforo es un nutriente esencial que desempefia un papel
crucial en varios procesos metabolicos, incluida la sintesis de energia, la fotosintesis, el

desarrollo de raices y flores y la transferencia de nutrientes (Plaxton, 2011).

Sintomas de deficiencia: la deficiencia de fosforo puede manifestarse en diversas
formas, incluida la coloracion morada o rojiza de las hojas y tallos, detiene el crecimiento, la

disminucion en la produccién de frutos y semillas.
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Impacto en el metabolismo: puede afectar negativamente varios procesos
metabdlicos en las plantas, incluida la fotosintesis, la respiracion, la absorcién del agua y
nutrientes, y la sintesis de compuestos organicos como los acidos nucleicos y los fosfolipidos.

Respuestas fisiologicas: las plantas pueden desarrollar varias respuestas
fisioldgicas para adaptarse a la deficiencia de fosforo, como el aumento en la actividad de las
enzimas fosfatadas, la reasignacion de fosforo dentro de la planta hacia los tejidos mas
criticos y la promocion de asociaciones simbioticas con microorganismos del suelo que

pueden ayudar en la adquisicion de fosforo.

1.5.3 Movilidad del fosforo

En términos de movilidad el fésforo es inmovil, las plantas pueden absorberlo en
dos formas quimicas conocidas como ortofosfato primario (H2PO.) y ortofosfato secundario
(HPOg); las proporciones de absorcion por las plantas de estas formas de fdosforo esta
fuertemente definido por el pH, este es uno de los parametros que se mide en el suelo ya que
de ello depende la disponibilidad de los minerales, (Lara et al., 2011). Las plantas absorben
compuestos fosfatados del suelo y transferirlos a los animales que las consumen. Cuando las
plantas y los animales excretan desechos o mueren, los fosfatos pueden ser absorbidos por
organismos detritivoros o regresar al suelo. Ademas, los compuestos fosfatados son
transportados en los escurrimientos hacia los rios, lagos y océanos, donde son absorbidos por

los organismos acuéticos (Raven & Peter., 2014).

1.5.4 Microorganismos solubilizadores de fésforo

Los organismos involucrados en las transformaciones del fosforo en el suelo
incluyen bacterias, hongos, cromista, protozoos y algunos nematodos (Awasthi y otros, 2011;
Oberson & Joner, 2005; Binemann y otros, 2011; Jones & Oburger, 2011). En general, los
microorganismos del suelo facilitan el ciclo del fésforo mediante procesos de mineralizacion,
inmovilizacion y solubilizacion, que estan involucrados en su metabolismo nutricional. Dado
que las fuentes organicas no se utilizan directamente para la nutricion microbiana, éstas
deben primero hidrolizarse por la accion de enzimas fosfatasas, que son producidas y
secretadas en el suelo por los microorganismos (Singh & Satyanarayana, 2012). La revision

de Nannipieri y otros (2011) analiza exhaustivamente la naturaleza y roles de las fosfatasas
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en el suelo. Los factores que afectan la mineralizacion e inmovilizacion del fosforo en el
suelo se incluyen la composicién quimica de la materia organica y su reactividad asociada,
la cantidad de P, la proporcién C:P y N:P de los materiales organicos, la temperatura, la
humedad, la aireacion, el pH, la intensidad de cultivo y la fertilizacion con P (Condron, 2004;
Sims & Vadas, 2005). Ademéas de mediar procesos clave en el ciclo biogeoquimico del
fésforo, los microorganismos constituyen una reserva importamte de fosforo en el suelo
(Chuang y otros, 2007).

La solubilizacion del fosforo del suelo es el proceso mediante el cual las reacciones
de precipitacion se revierten, liberando fésforo en la solucion del suelo, mediado
generalmente por la accion metabdlica de los microorganismos y las raices de las plantas. La
capacidad de las bacterias para solubilizar fosforo se conocio hace més de un siglo (Goldstein
& Krishnaraj, 2007), y Gerretsen compil6 en una revision de 1948 (Gerretsen, 1948), lo que
se conocia hasta entonces. Durante las décadas siguientes, varios estudios pusieron en
evidencia la capacidad solubilizadora de fosfatos de: Erwinia, Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium, Klebsiella, Burkholderia, Serratia, Achromobacter, Agrobacterium,
Microccocus, Aereo-bacter, Flavobacterium, Enterobacter, Klebsiella, Arthrobacter,
Rhodobacter, Pantotea y Klebsiella, entre las bacterias y, Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma y Fusarium entre los hongos (Awasthi y otros, 2011; Khan y otros, 2007,
Sharan y otros, 2008; Khan y otros, 2010; Zaidi y otros, 2009). Los microorganismos
solubilizadores de fosforo pueden incrementar la disponibilidad de fosforo en el suelo en un
rango de 10% a 30% dependiendo de las condiciones ambientales y del manejo del suelo. La
inoculacion de microorganismos solubilizadores de fosforo puede aumentar el crecimiento y
rendimiento de cultivos en un rango de 10% a 50%, dependiendo del tipo de cultivo y las
condiciones del suelo (Jiang Tian et al., 2021). Los hongos y bacterias tienen un papel crucial
en la liberacién del fosforo, siendo especialmente eficaces en la solubilizacion de fosfato
(Tilak et al., 2005). Otra de las caracteristicas que se les atribuye a los microorganismos es
que aumentan el area superficial de las raices, o que mejora la absorcién del fosforo

disponible y agua del suelo (Richardson, 2001).
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1.6 Hongos micorricicos arbusculares

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA), también conocidos como micorrizas
arbusculares, son un tipo de simbiontes mutualistas que establecen asociaciones simbioticas
con las raices de las plantas. Estos hongos forman estructuras especializadas llamadas
arbusculos dentro de las células de la raiz, lo que facilita el intercambio de nutrientes entre
el hongo y la planta. Los HMA son ampliamente reconocidas por su papel en la mejora de la
captacion de nutrientes, especificamente el fosforo, asi como en la promocion del crecimiento
y la resistencia a diversas condiciones abidticas y bidticas (Ma & Zhang, 2020). El ciclo de
vida de los HMA implica una serie de etapas que comprenden desde la colonizacion de las
raices de las plantas hasta la produccion de esporas para dispersion y la colonizacién de
nuevas plantas. En la asociacion simbidtica las hifas se ramifican y penetran en las células
de la raiz o forman una red externa alrededor de las raices (Smith & Read, 2008). Se
desarrollan estructuras especializas para facilitar el intercambio de nutrientes entre el hongo
y la planta, se forman arbusculos dentro de las células de la raiz (Parniske, 2008). Estas
estructuras permiten el intercambio de nutrientes con la planta, los HMA pueden
proporcionar a la planta nutrientes como fosforo, nitrogeno y micronutrientes, mientras que
la planta puede proporcionar carbohidratos y otros compuestos organicos al hongo (Smith &
Read, 2008). Durante ciertas etapas del ciclo de vida, los HMA producen esporas para la
dispersion y la colonizacion de nuevas plantas. Las esporas pueden estar contenidas dentro
de estructuras especializadas llamadas esporocarpios o pueden liberarse al suelo para su
dispersion por el viento, el agua o los animales (Brundrett, 2002), las esporas producidas
pueden germinar y colonizar las raices de nuevas plantas, comenzando asi un nuevo ciclo de

vida.

1.6.1 Mecanismos de colonizacién

El proceso de colonizacidn de las micorrizas ocurre en la interaccion de los HMA
con las raices de las plantas, donde establecen una simbiosis mutualista con las plantas
hospederas, el proceso comienza cuando las hifas del hongo detectan las raices de la planta
hospedera, este reconocimiento inicial puede involucrar la liberaciébn de compuestos
quimicos por parte de las raices de las plantas, como las exudaciones de raices, que atraen a

los hongos hacia las raices (Bonfante, 2010). Una vez gue las hifas del hongo han colonizado
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las raices de la planta, comienzan a formar estructuras especializadas para facilitar el
intercambio de nutrientes entre el hongo y la planta. Este proceso es crucial para el
establecimiento de la simbiosis mutualista entre los HMA vy las plantas hospederas,
desempefian un papel fundamental en la mejora de la captacion de nutrientes y el crecimiento
de las plantas (Gutjahr, 2013).

1.6.2 Beneficios de los HMA

Los hongos micorricicos aumentan la absorcion de nutrientes esenciales para las
plantas, como fosforo, nitrégeno, potasio, zinc y otros micronutrientes. Esta mejora se debe
a la extension del area de absorcion de la raiz y a la capacidad de movilizar nutrientes en el
suelo hacia las raices de las plantas (Smith & Read, 2008). Ayudan a tolerar mejor las
condiciones adversas como sequia, altas temperaturas y suelo pobres, los HMA mejoran la
capacidad de absorber agua y nutrientes, lo que las hace mas resistentes a condiciones
ambientales extremas. (Augé., 2001). Estas promueven la resistencia a enfermedades al
activar mecanismos de defensa, compiten con patdgenos por nutrientes y producen
compuestos antimicrobianos, reducen la incidencia de enfermedades del suelo mejorando la
salud de la planta (Pozo et al., 2007). Estos tienen un rol importante en la promocion de la
diversidad microbiana del suelo al establecer relaciones simbioticas con una variedad de
hongos y bacterias beneficiosas, lo que contribuye a la salud del suelo y al ciclo de nutrientes
(Van Der Heijden et al., 2008).

1.6.3 HMA y absorcion de fésforo

Al formar una asociacion simbidtica con las plantas los HMA pueden reducir la
competencia por fosforo con otras especies vegetales o microorganismos en el suelo, esta
reduccién de la competencia permite a las plantas asociadas acceder de manera mas efectiva
al fosforo disponible en el suelo. (Smith & Read, 2008). También pueden secretar acidos
organicos, como el acido citrico y el acido malico, que tiene la capacidad de disolver los
compuestos de fésforo insoluble en el suelo, convirtiéndolos en formas solubles, estas pueden
producir enzimas fosfatasas que descomponen los compuestos organicos y minerales del
suelo que contiene fdsforo, liberando para su absorcion, ademas pueden captar fosforo de

formas inorganicas poco solubles, como fosfatos de hierro y aluminio, y hacerlos disponibles
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para las plantas (Richardson & Lynch, 2011). Por lo tanto, durante la simbiosis la planta
cambia su estrategia de adquisicion de fésforo por la de HMA, estudios fisioldgicos han
demostrado que la cantidad absoluta de fosforo obtenida a través de los HMA se correlaciona
mejor con la abundancia de hifas extrarradicales (Yao et al., 2001).

|.7 Rizobacterias promotoras del crecimiento

La expresion Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) fue acufiada por J. W.
Kloepper y M. N. Schroth en 1978, para describir las bacterias que habitan la rizosfera 'y que
benefician el desarrollo de las plantas (Labra et al., 2012). Estas bacterias tienen la capacidad
de colonizar el sistema radicular para favoreciendo su crecimiento y rendimiento (Berendsen,
Pieterse & Bakker, 2012). Las PGPR ejercen efectos benéficos en las plantas a través de
mecanismos directos e indirectos, o una combinacion de ambos (Aguado et al., 2016). Los
mecanismos directos se producen cuando las bacterias sintetizan metabolitos que ayudan a
las plantas, o cuando aumentan la disponibilidad de nutrientes, esenciales para su
metabolismo y desarrollo vegetal (Gomez et al., 2012). Entre los mecanismos directos
destacan: la fijacion de nitrogeno (N); la sintesis de fitohormonas, vitaminas y enzimas, la
solubilizacion de fosforo (P) inorganico y la mineralizacion de fosfato organico, la oxidacion
de sulfuros, el incremento de una capa permeable en la raiz, la produccion de nitritos, la
acumulacién de nitratos, la desintoxicacion de metales pesados y la actividad de la enzima
ACC desaminasa, la secrecion de sideroforos, la reduccion de los niveles de etileno en los
suelos (Esquivel et al., 2013). Mientras que los mecanismos indirectos se caracterizan porque
las PGPR reducen o eliminan microorganismos fitopatdgenos a través de diversos métodos,
como la produccion de sustancias antimicrobianas o de antibidticos, de enzimas liticas o una
combinacion de éstas; que compiten por nutrimentos o espacio en el nicho ecoldgico, asi
como por la estimulacion de defensas naturales de la planta mediante mecanismos de
biocontrol; también puede inducir la resistencia sistémica (RSI) contra una amplia gama de
patogenos y producir sideroforos para secuestrar el Fe disponible en los suelos y con esto
limitar el desarrollo y presencia de dichos fitopatdgenos; produccion de antibiéticos y

cianuros de hidrogeno que impactan sobre los fitopatdgenos (Esquivel et al., 2013).
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1.7.1 Influencia de las rizobacterias promotoras del crecimiento en la absorcion de
fésforo

La solubilizacién de fosfatos por parte de las PGPR es un proceso importante en el
ciclo del fosforo en el suelo y juega un papel crucial en la disponibilidad de este nutriente
para las plantas, ya que este proceso implica la conversion del fosforo insoluble presente en
el suelo en formas solubles que las plantas pueden absorber y utilizar (Puente et al., 2004;
Rodriguez et al., 2006). La solubilizacion de fosfato por las PGPR lo realizan secretando
acidos organicos como &cido citrico, &cido acético y acido oxalico. Estos acidos pueden
quelar iones metéalicos en los fosfatos, lo que resulta en la liberacion de fésforo en formas
solubles. Otras producen enzimas como fosfatasas acidas y alcalinas, que catalizan la
liberacion de fésforo al hidrolizar los esteres de fosfato orgéanico presentes en el suelo
(Suleman & Yasmin, 2018).

1.7.2 Resistencia sistémica inducida

La resistencia sistémica inducida (RSI) se base la activacion de los mecanismos de
defensa naturales de las plantas antes que un patdgeno ataque. Este tipo de resistencia en
plantas es comparable a la "inmunizacion o vacunacion™ en los seres humanos, a diferencia
que el estado inducido para un unico patégeno, sino que aumenta la resistencia de la planta
contra diversos patogenos (Kue, 2017). En el reconocimiento, la interaccion entre un
patogeno particular y una especie de planta es especifica e invariable. Se activan las defensas
de las plantas ante el reconocimiento de las moléculas efectoras del patogeno.
Inmediatamente comienza la respuesta de la planta con el aumento de la expresion de genes
de defensa comenzando con: a) el fortalecimiento de las paredes celulares por la produccion
de ligninas y la formacion de callosa, b) se intensifica la produccion de fitoalexinas, y c) se
induce la produccion de proteinas antimicrobianas como las quitinasas, B-1,3-glucanasas o
peroxidasas (Faoro & Gozzo., 2015). El incremento de la expresién de los genes de defensa
estd regulado por moléculas de sefializacion como el ET, el AS y el AJ ( Pieterse &
Zamioudis., 2014).
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Las interacciones entre las vias de sefializacion estan reguladas por dos tipos de
resistencia sistémica, la resistencia sistémica adquirida (RSA, mediada por AS) y la
Resistencia Sistémica Inducida (RSI, mediada por AJ y ET). Las investigaciones sugieren
que las vias de sefializacion de los jasmonatos y el etileno suelen cooperar entre si, siendo
generalmente antagénicos a la via de sefializacion de AS (Pieterse & Zamioudis., 2014). Se
ha demostrado que la RSI es independiente del acido salicilico (AS), pero requiere la
sefializacion del &cido jasmadnico (AJ) y el etileno (ET), y no involucra la sintesis de proteinas
relacionadas con la patogenicidad (Beneduzi & Ambrosini., 2012). Las hormonas de AJ y
ET transducen los estimulos extracelulares reconocidos por receptores de la célula a un gran
namero de moléculas blanco que, conjuntamente generan respuestas intracelulares altamente

especificas al estimulo externo (Jankiewicz & Koltonowicz., 2012).

1.7.3 Resistencia sistémica adquirida

Las plantas pueden defenderse de futuros ataques de patdgenos si han sobrevivido
a una infeccion inicial por virus, bacterias u hongos patogénicos. Se cree que esta primera
infeccion, inmuniza a la planta contra infecciones posteriores. La primera expresion de
resistencia inducida por el patdgeno se manifiesta en la reaccion de la planta ante infecciones
subsiguientes, esta respuesta es conocida como resistencia sistémica adquirida (RSA). Esta
tiene distintas vias de transduccion de sefiales que tiene un rol importante los mecanismos de
la planta para defenderse contra los patdgenos (Vlot & Dempsey., 2009). Dos caracteristicas
de RSA son: es efectiva ante diversos patdgenos y es a largo plazo. Se activan respuestas de
defensa en toda la planta, como la acumulacién de compuestos como fitoalexinas, proteinas
antifangicas y activacion de genes de defensa (Pieters & Zamioudis., 2014). El tiempo y
grado de proteccion de SAR depende de la especie vegetal y del inductor, la SAR se
caracteriza por la acumulacion de proteinas y de acido salicilico (AS) o de &cido jasmonico
(AJ) a nivel local y sistémico (Grant & Lamb., 2006).

1.7.4 Vias de sefializacién

La RSI mediada por rizobacterias puede activar mecanismos de defensa inducidos
en la planta que son similares a aquellos observados en las interacciones incompatibles con

microorganismos patogenos (Garcia Gl & Zeriouh H., 2013). Las vias de sefializacion del AJ
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y el ET se activan inmediatamente después del reconocimiento entre las bacterias benéficas
y la planta (Faoro F & Gozzo F., 2015). Tras la percepcion del patdgeno, se activan una serie
de respuestas, activando la sintesis de hormonas, activando la ruta del AJ y ET. Esta
interaccion activa una cascada de sefializacion que involucra a diversos genes de defensa y

factores de transcripcion (Derksen H & Rampitschb C., 2013).

1.7.5 Via de sefializacion mediada por el acido salicilico

El AS es una molécula con un anillo aromatico que contiene un grupo hidroxilo, o
su derivado funcional, es un compuesto fenélico producido por una amplia variedad de
organismos tanto procariotas como eucariotas, incluidas en las plantas (Thaler Js &
Humphrey Pt., 2012). Las investigaciones sugieren que el AS es una molécula de
sefializacion en la respuesta del sistema inmune de la planta, actua durante el desarrollo de la
RSA en plantas dicotiledoneas (Luna & Rivero MS., 2016). EI AS es sintetizado en la planta
por el metabolito primario corismato, que es transformado en isocorismato por accion de la
enzima isocorismatosintasa. El isocorismato a su vez, es transformado en AS por accion de
la enzima Isocorismato Piruvato Liasa (Kepinski S & Leyser O., 2003). Al percibir la
sefializacion, el AS inicia la cascada de sefializacion de la resistencia sistémica a través de la
activacion de NPR1, mismo que en estado inactivo esta presente en un complejo oligébmero
citosolico a través de enlaces disulfuro intermoleculares (Brosché M & Kangasjarvi J., 2012).
Iniciando la sefalizacion mediada por el AS, este activa a la tiorredoxina TRX-H5,
conduciendo a la reduccion en NPR1; por lo tanto, la transforma a mondmeros activos que
se van desde el citosol hacia el nucleo, lo que activa la expresion de genes de defensa (Tada
Y & Spoel Sh., 2008).

1.7.6 Via de sefalizacion del etileno

La sefializacion de defensa regulada por ET involucra receptores especificos de esta
molécula, que activa una cascada de quinasas, proteinas quinasas activadas por mitégenos
(MAPK), esta sefial se transmite al gen insensible a etileno-2 (EIN2) lo que facilita la
acumulacién del factor de transcripcion del gen insensible a etileno-3 (EIN3) y promueve el

factor de transcripcion de respuesta a etileno (ERF1), a su vez regula la expresion génica en
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respuesta a patdgenos y reprime los genes asociados a la respuesta a heridas (Zhu L & Li Y.,
2011).

El factor de transcripcion ERF se posiciona en el penultimo paso en la cascada de
sefializacion de etileno, esté regulada por la expresion del gen PR, en virtud de la unién de
ADN con el codon CCG (GCCGCC) situado en los promotores de genes PR, tales como
PRB-1b (PR1), B-1, 3-glucanasa (PR2), quitinasa (PR3), y osmotina (PR5), (Wang S & Wu
H., 2009). El gen ERF1 es inducido por las vias de sefializacion del AJy ET, su induccion
es dependiente de una via de transduccién de sefial por ambas hormonas, lo que indica que
en ERF1 puede haber un punto de integracion para AJ y ET para la regulacién de los genes
de defensa en respuesta a los patdgenos ( Pieterse CMJ & Zamioudis C., 2014).

1.7.7 Via de sefializacion del &cido jasmonico

La sintesis de jasmonatos ocurre, principalmente, en las hojas, donde los acidos
grasos son liberados de la membrana plasmatica de los plastidios por accion de enzimas
fosfolipasas y desaturasas. La sefializacion por jasmonatos, es crucial para la expresion de
genes de defensa en las plantas contra las plagas (Garnica Va & Raya Gj., 2012). Se observo
que el gen de la proteina insensible a la coronatina (COI1) es el componente regulador central
de la via de sefializacién del acido jasmonico y se requiere para las respuestas de defensa de
las plantas (Wang S & Wu H., 2009). La unién de Jasmonil-lsoleucina (JA-lle) con el
receptor COI1, en el nacleo celular, promueve la union de los represores de jasmonatos
Dominio-ZIM (JAZ) y su ubiquitinacion, esto da como resultado la liberacion del factor de
transcripcion MYC2 y la transcripcion de genes de respuesta a jasmonatos (Wang S & Wu
H., 2009).

1.7.8 Interaccion entre las vias de sefializacion de AJ/ET y AS

En la Gltima década, numerosos estudios han demostraron que las interacciones
entre la via del &cido salicilico y la via del jasmonico y etileno pueden tener una cooperacion
antagénica o una cooperacion positiva mutua. Aungue la cooperacion antagonica no es la

maés frecuente, existen informes de dicha actividad (Derksen H & Rampitschb C., 2013). Por
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lo tanto, se sugiere que la planta activa una red de sefializacion ante la presencia de un
patdgeno y de su modo de patogenicidad (Thaler Js & Humphrey Pt., 2012). Estudios sefialan
al gen NPR1 como regulador principal de la ruta de sefializacion, tanto de RSA como de
RSI (Wang S & Wu H., 2009). EI gen NPR1 codifica para una proteina que es transportada
al ndcleo en la célula durante la respuesta RSA, esta actia como modulador de la expresion
de los genes PR (Villanueva & Alonzo Hj., 2013). Aqui los cambios redox inducidos como
resultado de la acumulacion del AS, conectan la sefial del AS con NPR1. Este gen interactla
con un grupo de miembros de la familia de tipo cierre de leucina de region bésica (bZIP),
tipo factores de transcripcion (TGAS), que se unen especificamente a sitios promotores de
genes de respuesta al AS como PR-1 (Choudhary Dk & Johri Bn., 2009). EIl rol del
gen NPR1 podria ser diferente en la RSA que en la RSI. Estas diferentes funciones
de NPR1 no son mutuamente excluyentes, ya que la accion simultanea de la RSA y la RSI
aumenta la capacidad de defensa de la planta, comparado con su activacion de forma
independiente (Thaler Js & Humphrey Pt., 2012). En laruta de AS, el NPR1 se conecta a una
proteina del ndcleo, mientras que en la ruta mediada por AJET la proteina es conectada al
citosol. Sin embargo, estos mecanismos moleculares donde NPRL1 realiza esta funcién en la
ruta AJJET aun no son muy claros (Tada Y & Spoel Sh., 2008).

1.7.9 Resistencia sistémica inducida por PGPR

Las rizobacterias promotoras del crecimiento puede desencadenar respuestas de
defensa en las plantas mediante la induccion de la expresion de genes relacionados con la
resistencia a patdgenos, se activan rutas de sefializacién de defensa, la produccion de
fitoalexinas y la acumulacién de compuestos antimicrobianos en la planta (Pieterse et al.,
2014). La RSI puede conferir a las plantas una mayor resistencia a una amplia gama de
patogenos, incluidos hongos, baterias y virus. Esta proteccidn puede ser duradera y sistémica,
lo que significa que la planta se vuelve mas resistente incluso en tejidos no tratados
directamente con las PGPR (Conrath et al., 2015). Se activan la expresién de genes de
defensa en las plantas, lo que conduce a la produccion de proteinas antimicrobianas, péptidos
antimicrobianos, fitoalexinas y enzimas que descomponen las paredes de los patdgenos.
Estas desencadenan respuestas de defensa a través de la activacion de rutas de sefializacion,

como la via del acido jasmodnico (JA), el acido salicilico (SA) y el etileno (ET), que son los
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que regulan la expresion de genes de defensa y promueven respuestas inmunes (Nascimento
et al., 2018). Las PGPR influyen en el equilibrio hormonal de las plantas al modular la
produccion y la sefializacion de hormonas vegetales como las auxinas, las citoquininas y el
acido jasmonico. Estas interacciones hormonales desempefian un rol crucial en la activacién
de respuesta de defensa y en la regulacion del crecimiento y desarrollo de las plantas (Verbon
& Liberman, 2016).

1.7.10 Resistencia inducida por micorrizas (MIR)

La MIR es un fenébmeno en el cual los HMA establecen una asociacion simbiética
con las raices de las plantas y desencadenan respuestas de defensa que aumentan la
resistencia de las plantas a patégenos y diversos tipos de estres. Activan el sistema
inmunologico de las plantas al inducir la expresion de genes relacionados con la defensa, esto
incluye la produccion de fitoalexinas, péptidos antimicrobianos y enzimas que ayudan a
combatir patogenos (Campos Soriano et al., 2012). La MIR confiere mayor resistencia al
inducir cambios en el metabolismo de las plantas que dificultan la colonizacion y el
crecimiento de patdgenos, lo que resulta en una reduccion en la incidencia y gravedad de las
enfermedades (Harrison, 2012). Estas pueden influir en el equilibrio hormonal de las plantas
al modular la produccién y la sefializacion de hormonas vegetales como el &cido jasmonico,
el &cido salicilico y las auxinas. Estas interacciones hormonales desempefian un papel
importante en la activacion de respuestas de defensa y en la regulacion del crecimiento y
desarrollo de las plantas (Hause & Fester, 2005). Ademas de proteger contra patogenos la
MIR también mejora la tolerancia de las plantas al estrés abiotico como sequia, salinidad y
altas temperaturas. Los HMA pueden aumentar la capacidad de las plantas para resistir el
estrés abiotico al mejorar la absorcién de agua y nutrientes y al modular la respuesta

fisiolégica de las plantas al estrés (Auge et al., 2015).
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Il.  HIPOTESIS

La inoculacién de un cultivo monoespecifico de HMA nativo del estado de Coahuila
y de la PGPR Enterobacter sp. DBA51en plantas de tomate mejorara sinérgicamente la
asimilacion del fertilizante micro-encapsulado MKP que a su vez inducirén la resistencia

sistémica de la planta contra patégenos necrotréficos.

I11. OBJETIVOS

I11.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del fertilizante micro-encapsulado MKP aplicado en plantas de
tomate (S. lycopersicum L.) co-inoculadas con un cultivo monoespecifico de HMA nativo
del estado de Coahuila y de la PGPR Enterobacter sp. DBA51 para activar la resistencia

sistémica inducida contra patdgenos necrotréficos (Pectobacterium cacticidum FHLGJ22).

I11.2 Objetivos especificos
» Determinar el efecto del fertilizante micro-encapsulado MKP en plantas de tomate (S.
lycopersicum L.) co-inoculadas con un cultivo monoespecifico de HMA nativo del estado
de Coahuila y la PGPR Enterobacter sp. DBA5L1.

» Evaluar la patogenicidad en plantas de tomate (S. lycopersicum L.) co-inoculadas con un
cultivo monoespecifico de HMA nativo del estado de Coahuila y la PGPR Enterobacter sp.
DBAGSL frente a la infeccion por Pectobacterium cacticidum (FHLGJ22).

» ldentificar el posible efecto sinérgico en la resistencia sistémica inducida por la interaccion
de ambos microorganismos benéficos para validarlos mediante pruebas de patogenicidad y

pruebas moleculares de expresion génica.
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IV. MATERIALESY METODOS

V.1 Localizacion del sitio experimental

La investigacion se realizd en el Centro de Investigacion en Quimica Aplica
(CIQA), en el area experimental agricola en el invernadero (IBT-004), ubicado en Saltillo,
Estado de Coahuila, a 25° 27" N, 101° 02" O con una altitud de 1520 msnm. En el periodo
comprendido al mes de Junio — Diciembre del 2023.

Figura 1. Localizacion del sitio experimental, fuente (Google Earth), A) vista general CIQA,
B) area experimental agricola invernadero (IBT-004).

1VV.2 Material biologico

Para este trabajo se utilizd como planta modelo el tomate S. lycopersicum L.
variedad floradade, usando semilla de la empresa Fax de occidente S.A de C.V., Guadalajara,
Jalisco. Se utiliz6 un cultivo monoespecifico de HMA nativo del Estado de Coahuila y la
PGPR Enterobacter sp. DBA51 que se aislaron del campo experimental “Las Encinas”
perteneciente a CIQA en el afio 2021, ubicado en el ecosistema del Desierto Chihuahuense,
en Ramos Arizpe, Coahuila. Este hongo se propagé como inoculo a base de arena/turba,

relacion (2.5:1 v/v) como sustrato, empleando sorgo como planta hospedante. La inoculacion
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del HMA nativo sobre los sistemas experimentales de tomate, se realizé con un subcultivo
F3 (3™ generacion) del HMA de una edad de 4 meses y presentando una concentracion de al
menos 10 esporas de HMA por gramo de sustrato. La bacteria benéfica Enterobacter sp.
DBAJ51, crecié en medio LB liquido durante 24 h, después se sembro en cajas de Petri con
medio LB para hacer el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC/mL). La cepa
patogénica previamente aislada en el cultivo de girasol e identificada como Pectobacterium
cacticidum FHLGJ22, crecio en medio Lb liquido durante 24 h, para posterior sembrar en
cajas de Petri con medio MG (Manitol glutamato), medio que activa el mecanismo de

virulencia del patégeno.

V.3 Fertilizante micro-encapsulado MKP

El fertilizante fosférico micro-encapsulado fue previamente preparado por el Dr.
Carlos Espinoza Gonzalez del Departamento de Materiales Avanzados del CIQA. El
encapsulado se realiz6 mediante un proceso de secado por aspersion llamado Spray drying,
de una solucion acuosa previamente formulada, la composicidn de esta matriz es: goma de
mezquite, cera de candelilla, saponinas, acido fulvico, miel de maguey con mucilago de nopal
y fosfato mono potasico (MKP), la composicion de estos materiales y el contenido de fosforo

quedo en una proporcion de 45 % matriz y 55 % fertilizante.
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Proceso de Encapsulacién de Fertilizantes - MX/a/2019/013504

~ Capacidad de secado:
| 1.5 L/h (Formulacién con 32% sélidos)

Produccion de Encapsulado:
200¢g/h

Figura 2. Equipo Spray dryer FT-80 para el encapsulamiento del fertilizante.

COMPOSICION DE LA MATRIZ DE ENCAPSULACION
Proyecto PENTA 303383

( Prosopis velutina). Polisacarido constituido
Goma de Mesquite principalmente por arabinogalactanos.
Formador de la pelicula encapsulante.
71%

(Euphorbia antisyphilitica). Acidos

grasos, hidrocarburos, alcoholes de
Cera de Candelilla cadena larga. Se usa para regular la
* solubilidad del mezquite e imparte

8% dispersabilidad de polvos en agua

fria.

(Agave lechuguilla). Saponinas. Se usa para
regular solubilidad del mezquite y como
estabilizante de la cera. Uso como
bioestimulante y mejorador de suelos/

Saponinas

6%

6% / 3%, Acido Fiilvico Posible inhibidor de la ureasa (falta

i i1 o investigacion al respecto).
Miel de Maguey / Mucilago de Nopal 6% (derivado de la Leonardita). Se usa para mejorar la
(Maguey/Opunta). Se usa para mejorar la cristalizacion del fertilizante en la encapsulacién. Se usa
cristalizacion del fertilizante en la encapsulacion. como mejorador de suelos y transporte de nutrientes.

Figura 3. Materiales utilizados como matriz para el encapsulamiento del MKP (fosfato
mono potasico).
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IVV.3.1 Cantidad de fertilizante micro-encapsulado MKP a aplicar

Para la etapa de inicio/vegetativa las plantas de tomate demandan 33 kg/Ha de
fésforo (FAO, Fertilizer Use by Crop, 2006). Se estima que la densidad de plantas por ha es
de 33 mil, basado en esto se realiza el calculo del fertilizante encapsulado que se aplica a

cada planta, realizandose de la siguiente manera:
En la etapa de inicio/vegetativa las plantas de tomate demandan 33 kg/Ha de fosforo
Con una densidad de 33 mil plantas/ha
Entonces: 33 000 plantas / 33 000 g de fésforo = 1 g de fosforo por planta
La composicion comercial del MKP fosfato mono potéasico es de: N 0%, P 52%, K 34%

Si en 100 g de MKP, 52 g corresponde al fosforo, cuanto se aplica de MKP para

cumplir la dosis de 1 g de fosforo/planta.
Sien 100 g de MKP ---------------- 52 g P.O
1.923 g/planta de MKP ------------ 1 g de fosforo

Se aplicaron 1.923 g de fertilizante comercial, para el fertilizante encapsulado que
tiene la caracteristica de ser de liberacion lenta, lo que reduce la frecuencia de aplicacion y
por lo cual la disposicion del nutriente en el suelo es mas larga, se aplicé menos cantidad del
fertilizante encapsulado que del fertilizante comercial, aplicando 1 g por planta del

encapsulado.

V.3 Bioensayo de promocion del crecimiento

IV.3.1 Siembra e inoculacién de microorganismos benéficos y aplicacidn del fertilizante
encapsulado

El sustrato utilizado para el experimento fue arena y peatmoss en relaciéon 2.5:1 V/V,
el cual se esterilizd tres veces en la autoclave digital (semiautomatica modelo EV360-EVAL,

marca Novatech), durante una hora, esto con el fin de eliminar cualquier microorganismo
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presente en el sustrato que pueda interferir con el experimento. Se germinaron las semillas
en charolas con cavidades de 100 cm?, se llend una parte de la cavidad con el sustrato
esterilizado y se agreg6 20 g a cada cavidad para los tratamientos con HMA nativo y para los
tratamientos de control se pesaron 100g los cuales se colocaron en una malla de 20 pum, que
se dej6 en agitacion durante una hora, se agregan 5 ml del filtrado a cada cavidad. Para el
riego se utiliza agua destilada durante la germinacion de la semilla, al tener dos hojas
verdaderas se comienza aplicar una solucién nutritiva universal Hoagland al 25 % de fosforo,
se mantiene durante 30 dias en la charola de germinacién y posterior se realizo el trasplante
a macetas de 1.3 | previamente lavadas y desinfectadas, se agreg6 el sustrato estéril y se
vuelve agregar 20 g de HMA nativo como refuerzo para los tratamientos que llevan los
hongos micorricicos arbusculares aislado nativo. Al momento del trasplante se suspendi6 por
cinco dias la solucion nutritiva regando solo con agua destilada, con el fin de causar un estrés
en la planta, en el lapso de los cinco dias con la cepa de la PGPR Enterobacter sp. DBA51
que se crecio en medio LB se realizaron diluciones seriadas utilizando tubos de 1.5 ml donde
se agregd 900 ul de agua estéril y 100 pl de la rizobacteria, homogenizando para hacer
diluciones seriadas de 10t a 10, después se toman 100 pl de cada tubo de 1.5 ml y se
siembran en cajas Petri con medio LB sdlido, con el objetivo de crecer las bacterias y hacer
el conteo de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml), se dejaron en la
incubado a 30°C por 36 h, al siguiente dia se observd y se realizo el conteo donde la caja
Petri de la dilucion 107 se observan mas separadas contando 28, siendo 2.8 x 10 UFC/ml,
esa es la densidad bacteriana que se uso, en el quinto dia se aplicaron 10 ml de la rizobacteria
en la base de la planta. Al dia siguiente se suministra el fertilizante micro-encapsulado MKP
y el comercial, se remueve 2 cm de suelo en la base de la planta para aplicarlo y posterior
recubrir, después de la aplicacion se vuelve a suministrar la solucién nutritiva con una
modificacion, se suspende el fosforo ya que el fertilizante encapsulado lo complementaria,
se aplicaron 2 riegos al dia durante 30 dias que se mantuvieron las plantas en el invernadero

de baja tecnologia.
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V.4 Disefio experimental

El ensayo de promocion del crecimiento se realizé bajo un disefio experimental de

bloques completamente al azar, el cual tuvo 9 tratamientos con 10 bloques y 10 repeticiones

aleatorizadas, los tratamientos fueron: 1) Control, 2) MKP, 3) MKP + Rizobacteria, 4) FE +
HMA + Rizobacteria, 5) MKP + HMA + Rizobacteria, 6) FE + Rizobacteria, 7) FE, 8) MKP

+ HMA y 9) FE + HMA.

Bloques Tratamientos - Repeticiones Tratamientos
Bloque 1 |TIRL T1 |Control
Blogue 2 MKP
Bloque 3 |T5R3 MKP + Rizobacteria
Bloque 4 T5R4 FE + HMA + Rizobacteria
Blogue 5 |T9RS T5 | MKP + HMA + Rizobacteria
Bloque 6 T9R6 .FE + Rizobacteria
Blogue 7 17 |FE
Blogue 8 .MKP+HMA
Bloque 9 |TSR9 T9 |FE + HMA
Blogue 10 |T1R10 [T5R10

Figura 4. Disefio experimental correspondiente al bioensayo de promocidn del crecimiento

V.5 Mediciones biométricas y fisiologicas

IV.5.1 Altura de planta

Para esta variable se us6é un flexdbmetro, se coloco en la base del tallo y se midio

hasta la parte superior en el meristemo apical.

1VV.5.2 Didmetro del tallo

Para esta variable se usd un vernier digital, la lectura de esta medicion se tomd en

la base del tallo.
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1VV.5.3 Biomasa fresca foliar

Se recolecto la planta completa, la cual se introdujo en una bolsa de papel, rotulando
el con el blogue y tratamiento que corresponda, posterior se llevaron al Laboratorio de

Agromicrobiologia para tomar el dato de peso fresco.

1VV.5.4 Biomasa seca foliar

Después de realizar la medicion de peso fresco se llevaron al cuarto de secado donde
se dejaron a 75 °C durante 4 dias, posterior se sacaron del cuarto de secado y se llevaron al
Laboratorio de Agromicrobiologia para tomar el dato de peso seco hasta que fuera constante.
El tejido seco foliar se guardd para evaluar posibles diferencias del contenido de fésforo total

en cada muestra.

IV.5.5 Toma de datos fisioldgicos

Para esta actividad se uso el equipo (LI-6400 XT, LI-COR, Inc. Lincoln Nebraska,
USA), se tomaron datos sobre hojas jovenes de fotosintesis, transpiracién y conductancia
estomatica de todas las plantas. Las mediciones se realizaron a las 12:00 h., con el apoyo
técnico del M.C. Adolfo Baylon Palomino del Departamento de Biociencias y

Agrotecnologia.

IV.5.6 Recoleccidn de tejido radicular

Se realizo el lavado de raices de todos los tratamientos y se recolectaron dos
muestras en tubos de 50 ml con agua estéril, estos se guardaron en el cuarto para la
confirmacion de HMA y rizobacteria. Las raices se guardaron en bolsa de papel rotulando el
bloque y tratamiento al que pertenecen, se llevaron al Laboratorio de Agromicrobiologia para
tomar el dato de peso fresco y posterior llevar al cuarto de secado para dejarlas por 4 dias a
75 °C, después se sacaron y se tomo el dato de peso seco en el Laboratorio de

Agromicrobiologia.

IV.5.7 Recoleccién de tejido foliar para cuantificacion de fésforo

Se recolecto el tejido foliar de todos los tratamientos resguardando cada muestra de

tejido en bolsas de papel rotulando con el tratamiento de cada planta y se realiz6 la molienda
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del tejido para obtener 10 gr de cada tratamiento para mandar a cuantificar el porcentaje de
fésforo al Laboratorio del CENID RASPA del INIFAP, Torreon, Coahuila.

IV.6 Colonizacién intrarradical del HMA

Con las muestras de raices recolectadas en los tubos de 50 ml, se realizo la técnica
de tincién con azul de tripano (Phillips & Hayman 1970), donde las raices se clarificaron en
KOH al 1 M, en bafio maria a 60 °C durante 90 min, terminando las raices se enjuagan con
agua y se agregdé HCI al 1% durante 3 min a temperatura ambiente, después se agreg6 azul
de tripano al 0.02% en bafio maria a 60 °C durante 45 min. Para estimar la colonizacion
intrarradical de todos los tratamientos, se examinaron las muestras de raices bajo un
microscopio observando en aumentos de 10X y 40X para identificar y contar las estructuras
de los HMA nativos presentes en las raices de las plantas de tomate, el porcentaje de
colonizacion radical se realizé segiin McGonigle et al. 1990.

IV.7 Confirmacion de la rizobacteria (PGPR) en la planta

Para confirmar la presencia de la rizobacteria PGPR Enterobacter sp. DBA51 con
las raices de la planta, se peso 2 g de raiz, se coloco en un mortero estéril donde se agregé 10
ml de agua destilada para su maceracion, se tomaron 100 ul del extracto acuoso que se agrego
a un matraz con 50 ml de medio DF (Dworkin and Foster, 1958) suplementado con
(NH4)2S0s4, se dejo en agitacion en la incubadora por 24 h a 30 °C. Al dia siguiente se
realizaron diluciones seriadas en tubos de 1.5 ml, agregando 900 pl de agua destilada y 100
ul del medio para homogenizar, las diluciones fueron de 10 a 10 se utilizé la dilucion de
10" para sembrar en las cajas Petri con medio DF suplementado con ACC, (acido 1-
aminociclopropano-1carboxilico) las cajas Petri se guardaron en la incubadora a 30 °C
durante 3 dias. Pasando los 3 dias se pasan las cajas Petri a la campana donde se observa el
crecimiento de colonias blancas y transparentes tipicas de la rizobacteria PGPR Enterobacter
sp. DBABGL, estas colonias bacterianas fueron resembradas en dos tubos de ensayo con 5 ml
de medio LB liquido, estos se dejaron en agitacion por 24 h'y posterior se almacenaron en el
cuarto frio. A estos cultivos se realizo la extraccién de ADN gendmico con el kit de Quick-
DNA Fungal/Bacterial Isolation KIT (ZYMORESEARCH). La extraccion de ADN total de
la rizobacteria se utilizo el kit de purificacion de ADN microbiano (ZYMO RESEARCH)
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para la purificacion de ADN gendmico, el ADN se utiliz6 como templado para amplificar
por PCR el fragmento de 16S rADN bacteriano (~1500 pb),, se utilizé 4 pl para realizar la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y obtener el fragmento amplificado del 16S
rDNA, posteriormente se prepar6 un gel utilizando 5 pul de la muestra del PCR, se agregaron
4 ul del marcador de 100 pb, se corri6 a 90 V durante 20 min y se visualizé el gel en un foto
documentador (EZ Images, BIORAD). Finalmente se realizé la cuantificacion del producto
de PCR el cual fue purificado y enviado a secuenciar a LABSERGEN de CINVESTAV-
LANGEBIO, la secuencia obtenida se compar6é en la base de datos de NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

IVV.8 Bioensayo de patogenicidad

IV.8.1 Siembra e inoculacion de microorganismos benéficos y aplicacion del fertilizante
encapsulado

Se siguio el mismo protocolo experimental que se realizé en el ensayo de promocion
del crecimiento, como fue la germinacion de la semilla en la charola de crecimiento, la
inoculacion de cultivo monoespecifico HMA nativo en la etapa de semillero con el riego de
agua destilada y solucién nutritiva al tener dos hojas verdaderas manteniéndolas durante 30
dias en semillero, la aplicacion de la rizobacteria PGPR Enterobacter sp. DBA51 en el
trasplante, el suministro del fertilizante encapsulado y comercial con la modificacion de la

solucion nutritiva.

V.9 Crecimiento del patdgeno necrotrdéfico (Pectobacterium cacticidum FHLGJ22)
Partiendo de un cultivo fresco en el medio LB se utilizaron 100 pl para sembrar en
cajas de Petri con medio MG (Manitol glutamato) medio utilizado para activar la virulencia
del patégeno acorde a lo reportado en la literatura (Keane et al. 1970), después se incubaron
a 28 °C por 24 h para su crecimiento. Al dia siguiente se realizan diluciones seriadas de 10
1a 10 en tubos de 1.5 ml con 900 pl de agua estéril y 100 pl del patégeno para dejarlas en
la incubadora a 28 °C durante 3 dias, pasando este tiempo se observd el crecimiento de las
unidades formadoras de colonias, de las cuales la caja de Petri de la disolucion 107 es la que
tiene UFC mas separadas contando 31 colonias, siendo 3.1 x 10 UFC/mL, la cual se usa
para la aplicacion del patdgeno. Lo siguiente se realizo bajo condiciones de esterilidad dentro

de la campana de flujo laminar donde se agregaron 3 ml de agua desionizada estéril a la caja
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de Petri con medio MG, se homogeniz6 y se colectdé 3 ml de cada caja Petri del medio
homogenizado, se llevo a 400 ml de agua desionizada estéril, se mezcld bien y de aqui se
aplicaron 5 ml de la suspension bacteriana a cada planta.

1V.9.1 Aplicacion del patégeno a las plantas de tomate

Para la aplicacion del P. cacticidum (FHLGJ22) en las plantas de tomate, se aplico
antes de la etapa de floracién por lo cual se estuvo monitoreando su desarrollo, se observo
en el dia 24 después del trasplante que algunas plantas comenzaban a entrar en la etapa de
floracion, por lo cual se decidio realizar la aplicacion del patdgeno. Para la aplicacion se
utilizaron bolsa de pléstico de 10 kg, con las cuales se cubrié la planta completa evitando
dafiar mecénicamente a la planta, la aplicacién se realizd por la técnica de infiltracion
utilizando una jeringa de 1 ml, se aplicaron 5 pl en el envés de las hojas compuestas de la
planta, se sellé la bolsa durante 3 dias con el objetivo de crear las condiciones de humedad
para favorecer el crecimiento del patdgeno e infecte a la planta, pasando los 3 dias se retira
la bolsa, en un lapso de 3 a 5 dias tiempo para manifestarse los sintomas del patdgeno, se
monitored las plantas infectadas detectando pequefias manchas café bronceadas, que
posterior crecieron cambiando al sintoma de clorosis, llegando hasta etapa de infeccion en la
planta.

Figura 5. Aplicacion del patogeno por la técnica de infiltracién 5 pl a cada planta
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Dafio
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por la jeringa
Sintoma
de
clorosis

Figura 6. A) Sintoma presentado por la aplicacién del patdégeno (clorosis), B) Hoja de
tratamiento control presentado dafio mecanico por la técnica de infiltracion

1VV.10 Disefio experimental

El ensayo de patogenicidad se realiz6 bajo un disefio experimental de bloques
completamente al azar, el cual tuvo 8 tratamientos con 10 bloques y 10 repeticiones
aleatorizadas, los tratamientos fueron: 1) Control, 2) Control + FHLGJ22, 3) MKP +
Rizobacteria + FHLGJ22, 4) MKP + HMA, 5) MKP + HMA + Rizobacteria + FHLGJ22, 6)
FE + HMA + Rizobacteria + FHLGJ22, 7) FE + Rizobacteria + FHLGJ22, 8) FE + HMA +
FHLGJ22.
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Bloques Tratamientos - Repeticiones Tratamientos
Bloguel T1R1 |T2R1 T1 |Control
Bloque 2 T2 (Control + FHLGJ22
Blogue 3 30 MKP + Rizobacteria + FHLGI22
Bloque 4

T4 |MKP +HMA

MKP + HMA + Rizobacteria + FHLGJ22
FE + HMA + Rizobacteria + FHLGJ22
T7 |FE+Rizobacteria + FHLGJ22

T8 [FE+HMA +FHLGI22

Bloque 5
Bloque 6
Bloque 7

Bloque 8 T2R8 |T1R8
Bloque 9

T8R9 |T/R9
Bloque 10 |T1R10 T/R10

Figura 7. Disefio experimental correspondiente al bioensayo de patogenicidad

V.11 Porcentaje de severidad mediante el andlisis de imagenes en R studio

Para determinar el porcentaje de severidad que causé el patdgeno en las hojas
infectadas de la planta, se tomo evidencia fotografica de cada hoja infectada para realizar la
segmentacion de imagenes, procesos que permitio dividir una imagen en regiones
significativas para facilitar su andlisis, el primer paso fue la captura fotografica con un fondo
color azul, se procesan las imagenes digitalizadas para segmentar e identificar el area sana y
enferma de la hoja. Por intensidad de pixeles se identifica las areas sanas de las areas
enfermas, obteniendo este dato en porcentajes de pixeles que se presenta en cada area de la
hoja, esto realizado en el programa R studio con el apoyo del Dr. Francisco Lara Viveros del

Departamento de Biociencias y Agrotecnologia.

V.12 Confirmacion de rizobacteria en la planta

Para comprobar la presencia de la rizobacteria Enterobacter sp. DBA51 en la planta,
se recolectaron muestras de raiz de los 4 tratamientos con rizobacteria, de estas muestras se
peso 2 g de raiz, se agregd 10 ml de agua desionizada estéril y se macerd hasta obtener un
extracto, se tomaron 10 ml del extracto para crecer en un matraz con 50 ml de medio LB
liquido, esto fue para los 4 tratamientos de rizobacteria y también se puso la muestra de raiz

del tratamiento de control (no inoculado), en total 5 matraces que se dejaron en agitacion a
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28 °C durante 24 h. Posteriormente, se observo el crecimiento en el medio y se tomaron 100
pl de cada matraz para sembrar en cajas de Petri con medio PVK (Pikovaskvas, Nautival, et
al. 1999), se realizaron dos cajas de Petri por cada tratamiento y se dejaron en la incubadora
a 28 °C durante 4 dias para su crecimiento.

V.13 Recoleccion de tejido foliar

Al final del bioensayo de patogenicidad se recolectd tejido foliar de todos los
tratamientos, se resguardaron en papel aluminio rotulando el tratamiento que corresponda y
se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C para posteriormente realizar
la maceracion, partiendo de 10 repeticiones de cada tratamiento se realiz6 un pool, dos de
tres tratamientos y uno de cuatro tratamientos juntos, se obtuvo tres muestras de cada
tratamiento para tener un total de 24 muestras equivalentes a las 80 plantas de los 8 bloques
de tratamientos, estas se guardan en el ultra congelador de -80 °C para su posterior extraccion
de ARN total.

V.14 Extraccion de ARN total

Se realizo la extraccion de ARN total de tejido foliar (100-500 mg) con la técnica
de TRIzol (Invitrogen, USA) para romper las células y separar las diferentes fracciones
celulares, se realiza cada paso utilizando los materiales y reactivos siguiendo las
instrucciones especificas del proveedor. Terminando este proceso se realizo la cuantificacion
por espectrofotometria para determinar la concentracion de acidos nucleicos que hay en las
24 muestras, posterior siguiendo el protocolo del proveedor se us6 DNAsa para eliminar
cualquier contaminacion de ADN gendmico que pueda estar presente en la muestra, esto se
realizd en microtubos para cada muestra, estas se incubaron a 37 °C durante 30 min,
terminando este paso se agregaron 3 pl de 50 mM EDTA homogenizando cada muestra y se
regreso al termoblock a 65 °C durante 10 min, posterior se realiza la cuantificacion para
medir la absorbancia de la muestra y evaluar la pureza. El siguiente paso fue realizar la
sintesis de la cadena complementaria de ADN (ADNCc), donde se utilizé el kit de SensiFast
BIOLINE, siguiendo el protocolo del proveedor se utilizaron 4 pl de TransAmp Buffer mas
1 ul de Reverse Transcriptase, junto con los primers especificos esta mezcla se agregd agua
libre de RNAsa para tener en total 20 pl. Finalmente, este ADNCc se utiliz6 como templado

para futuros PCRs, las muestras se congelaron a -20°C hasta su uso.
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V.15 Amplificacion de genes de resistencia por PCR y verificacion por electroforesis
en geles de agarosa

Se realizaron varias reacciones de PCR para amplificar una region especifica de
ADNCc, donde se utiliza una enzima llamada ADN polimerasa, fragmentos cortos de ADN
(Primers) y la muestra de ADN templado. Después de la PCR el siguiente paso es analizar
las muestras amplificadas por electroforesis en geles de agarosa al 2% para verificar la
presencia, tamafio y pureza de los fragmentos de ADN, se compar6 con un marcador de 100
pb (Invitrogen, USA). La mezcla para todas las reacciones de PCR fueron las mismas, con la
diferencia que cambio los genes a evaluar y su temperatura de alineamiento de cada uno. Los
genes seleccionados fueron: Aleno, oxido ciclasa (AOC), Aminociclopropano-carboxilato
oxidasa (ACCO), Inhibidor de proteinasa de respuesta a etileno (ERPI-1), Proteina
relacionada a patogénesis (PR-1), Proteina de respuesta a Pseudomonas syringae pv, tomato
(Pto-R1), Super oxido dismutasa (SOD) y el gen constitutivo Factor de elongacion 12
(EIFla). Se obtuvieron 26 reacciones de la cual se tomaron 24 pl para cada tubo a la que se
le agregd 1 pl de ADNCc, se agregaron 2 tubos extras, uno con ADN genomico de tomate y
otro solo con los 24 ul de la mezcla (sin ADN templado). Las reacciones de PCR se metieron
al termociclador y las condiciones de PCR fueron de 95 °C — 3 min, 96 °C — 30 seg, Tm °C-
30 seg (de cada gen), 72 °C — 45 seg por 25 ciclos, y 72 °C — 10 min. Pasando este tiempo se
prepard un gel para cada gen donde se agrega 3 pl del marcador Gene ruler 100 pb al carril
correspondiente, se agregaron 10 pl de la PCR muestra de cada tubo, teniendo el orden de
los tratamientos, se corrid el gel a 90 V durante 40 min, se visualizo el gel en el programa
Image_Lab 6.0 y se cuantifico la intensidad de las bandas para determinar la expresion

relativa de cada muestra y comprobar la expresion de los genes inducidos.
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V.16 Analisis estadistico

Para evaluar las diferencias significativas entre los tratamientos de los resultados
obtenidos, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba de
comparaciones maltiples de Tukey con un nivel de significancia de P < 0.05 y un cuadro de
interaccion entre factores, donde se muestran las diferencias que existen en los tratamientos,

esto se realizo con el programa Infostat version (2020).
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V. RESULTADOS

V.1 Bioensayo de promocion del crecimiento

V.1.1 Resultados de pruebas biométricas y fisioldgicas

Se presentan resultados a partir de mediciones biométricas y fisioldgicas realizadas
en las plantas, las mediciones se llevaron a cabo con el objetivo de encontrar posibles
diferencias de promocion de crecimiento en las plantas a cada tratamiento. Los tratamientos
que tienen el fertilizante encapsulado (FE) muestran valores méas altos y significativos
comparados con el de MKP convencional, al igual que combinado con algin microorganismo

benéfico se muestran diferencias. A continuacion, se muestran graficos de las mediciones:

V.1.1.2 Altura de las plantas

En el grafico de la Figura 8 se presentan los datos de altura de las plantas en (cm),
de plantas de tomate sometidas a diferentes tratamientos. Los valores tratamientos con
valores mas altos significativamente son MKP (P convencional), y FE (Fertilizante
encapsulado MKP) mostrando similitud, de estos le siguen los tratamientos Control y FE +
HMA (Fertilizante encapsulado MKP y micorriza) que muestran casi la misma tendencia,
debajo de estos se encuentran los tratamientos de MKP (P convencional), y MKP + HMA +
R (P convencional con micorrizay rizobacteria) estos tienen la misma tendencia, el siguiente
tratamiento que le sigue a estos FE + R (Fertilizante encapsulado MKP y rizobacteria) que
junto a los tratamientos de FE + HMA + R (Fertilizante encapsulado MKP con micorriza y
rizobacteria) y MKP + HMA (P convencional y micorriza) se encuentran en los rangos mas
bajos, esto se muestra en la figura 8. Este analisis demuestra la importancia de utilizar
combinaciones de tratamientos para maximizar el crecimiento de las plantas de tomate,

destacando la sinérgica entre los microorganismos benéficos y los fertilizantes.
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60.00- Altura de la planta

50.00+
ABCD BCDE
40.00
30.00+
20.00
10.004
0.0

Control FE+ HMA + R
FE + HMA MKP+HMA+R FE+R MKP + HMA

[=]

Tratamientos

Figura 8. Promocién de crecimiento en tomate altura de la planta. Los tratamientos son:
Control absoluto, MKP (P convencional), MKP + R (P convencional y rizobacteria), FE +
HMA + R (Fertilizante encapsulado MKP con micorriza y rizobacteria), MKP + HMA+ R
(P convencional con micorriza y rizobacteria), FE + R (Fertilizante encapsulado MKP y
rizobacteria), FE (Fertilizante encapsulado MKP), MKP + HMA (P convencional y
micorriza), y FE + HMA (Fertilizante encapsulado MKP y micorriza). Tratamientos con n =
10.

V.1.1.2.1 Evaluacién de sinergia del FE y MKP con los microorganismos benéficos
Se presentan resultados de la sinergia donde se compararon los efectos de los
tratamientos de fertilizante micro-encapsulado y MKP con los microorganismos benéficos

en sus diferentes combinaciones para cada tratamiento.
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Figura 9.. Se muestran resultado de sinergia en tratamientos de FE, donde muestran similitud

no teniendo diferencia estadistica entre ellos.
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Figura 10. Se muestra resultado de sinergia de los tratamiento de HMA con FE en sus
diferentes combinaciones, donde el resultado del FE solo y HMA solo tienen diferencias
estadisticas actuando de manera individual pero en combinacion tiene un efecto intermedio
entre los dos pero no es lo suficientemente distinto para considerar una diferencia estadistica,
el efecto en la planta del factor HMA es que la planta destina fotosintatos para alimentar a
los HMA en lugar de ser utilizados de ser utilizados para el crecimiento vegetativo de la

planta.

Rizobacteria DBA51 - FE

48.87+ A

A
43.44
38.014
32.58-

27.151

21.721

Altura (cm)

16.291

10.86+

5.43

0.00
sin FE R sin R FE

Tratamientos

Figura 11. Se muestra el resultado de la Singer entre la rizobacteria DBA51 y el FE, en el
cual los tratamientos individuales de FE y DBA51 no tiene diferencia estadistica entre ellos
en comparacion al tratamiento en donde estan los dos juntos el cual tiene diferencias
estadisticas que se refleja en la menor altura de la planta, al destinar una cantidad significativa

de sus fotosintatos para mantener y alimentar a la rizobacteria
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Figura 12. Concentrado de los tratamientos y combinaciones de HMA, rizobacteria DBA51

y FE, donde se muestra la sinergia que se presentd en cada tratamiento.
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Figura 13. Se muestra resultados de tratamientos con y sin MKP fertilizante comercial, en

el cual se muestra similitud, no presentando diferencia estadistica.
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Figura 14. Se presentan resultados de la sinergia entre HMA y el fertilizante MKP comercial,
en el cual el tratamiento de MKP tiene diferencia estadistica al de HMA solo, en combinacion
tiene un valor mas bajo estadisticamente, esto se debe al gasto de fotosintatos que la planta

destina para alimentar a los HMA es mayor que el que destina para su desarrollo vegetal.
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Altura (cm)

Figura 15. Se muestran resultados de la sinergia entre la rizobacteria DBA51 y el fertilizante
MKP comercial, donde las combinaciones individuales de Rizobacteria y MKP presentan
similitud, pero diferencia estadistica en el tratamiento donde estan juntos, la sinergia de estos

dos factores beneficia en la altura de la planta.
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Figura 16. Concentrado de los tratamientos y combinaciones de HMA, rizobacteria DBA51

y MKP, donde se muestra la sinergia que se presentd en cada tratamiento.

V.1.1.3 Diametro del tallo

En la Figura 17 se muestra la comparacion del diametro del tallo en (mm) de plantas
de tomate sometidas a diferentes tratamientos. Cada barra representa el promedio del
diametro del tallo para cada tratamiento con n = 10, se observa que el tratamiento FE + R
(Fertilizante encapsulado MKP y rizobacteria) tiene diferencia significativa con el valor mas
alto de todos los tratamientos, seguido por debajo de los tratamientos MKP (P convencional),
FE (Fertilizante encapsulado MKP) y FE + HMA (Fertilizante encapsulado MKP y
micorriza) los cuales tienen la misma tendencia, para los tratamientos de MKP (P

convencional), FE + HMA + R (Fertilizante encapsulado MKP con micorrizay rizobacteria),
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MKP + HMA + R (P convencional con micorriza y rizobacteria) muestran misma tendencia
en comparacion al tratamiento Control y MKP + HMA (P convencional y micorriza) que
estan en los valores més bajos. Se muestra la importancia de las combinaciones de los

tratamientos, destacando la sinergia con los microorganismos benéficos.

Diametro del tallo

64
I I I I C
0

MKP + Rizo MKP + HMA + Rizo Control
FE + Rizo FE + HMA FE + HMA + Rizo MKP + HMA

[&)]
1

Diametro del tallo (mm)
w

N
1

Tratamientos

Figura 17. Promocidn de crecimiento en tomate por diametro de tallo. Los tratamientos son:
Control absoluto, MKP (P convencional), MKP + R (P convencional y rizobacteria), FE +
HMA + R (Fertilizante encapsulado MKP con micorriza y rizobacteria), MKP + HMA + R
(P convencional con micorriza y rizobacteria), FE + R (Fertilizante encapsulado MKP y
rizobacteria), FE (Fertilizante encapsulado MKP), MKP + HMA (P convencional y
micorriza), y FE + HMA (Fertilizante encapsulado MKP y micorriza). Tratamientos con n =
10.
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V.1.1.3.1 Evaluacion de sinergia del FE y MKP con los microorganismos benéficos.
A continuacion, se presentan resultados de la sinergia donde se compararon los
efectos de los tratamientos de fertilizante micro-encapsulado y MKP con los

microorganismos benéficos en sus diferentes combinaciones.

FE

6.67+ A
5.72
477
3.814

2.864

Diametro del tallo (mm)

1.914

0.954

0.00

FE sin
Tratamientos

Figura 18. Se muestran resultado de la sinergia de tratamientos con y sin FE, donde se

aprecia que tiene diferencia estadistica, mostrando el resultado mas alto FE.
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Figura 19. Se muestra resultados de la sinergia entre los factores de HMA y FE, donde

individualmente muestran diferencias estadisticas, pero al estar juntos muestran sinergia

mostrando un valor intermedio, no siendo diferente estadisticamente.
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Figura 20. Se muestran resultados de la sinergia entre la rizobacteria DBA51 y el FE, los
cales de manera individual de forma combinada tiene cierta similitud no mostrando
deferencias estadisticas entre ellos.
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2.00
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o

0.0

o

Tratamientos

Figura 21. Grafico de concentrado de los tratamientos y las combinaciones que se
presentaron con los factores de HMA, rizobacteria DBA51 y FE.
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6.584
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Diametro del tallo (mm)

0.944

0.00

4.704

3.764

2.824
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A
I I'
sin MKP

Tratamientos

Figura 22. Se presenta resultado de la sinergia de los tratamientos de sin y con MKP, las

cuales tiene diferencias estadisticas, siendo el de MKP mas bajo.

Diametro del tallo (mm)

HMA - MKP

7.001 A e

6.001 B
5.00-

4.001
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2.00-

1.00

0.00

sin  MKP HMA  sin HMA MKP
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Figura 23. Se muestra el resultado de la sinergia entre los HMA y el fertilizante MKP

comercial, el cual de manera individual muestran similitudes, pero de manera conjunta
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muestra diferencia al MKP solo, este valor se muestra mas bajo por el consumo de

fotosintatos que destina la planta para alimentar y mantener a los HMA.

Rizobacteria DBA51 - MKP

A

4.001

Diametro del tallo (mm)

R sin R MKP sin MKP
Tratamientos

Figura 24. Se presenta resultados de la sinergia entre la rizobacteria DBA51 y el fertilizante
MKP comercial, el valor mas alto se presenta con la rizobacteria de manera individual
teniendo similitud en combinacién de R y MKP, este tiene diferencia estadistica con el MKP

individual el cual tiene el valor méas bajo.

72
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HMA*Rizobacteria*MKP

Figura 25. Grafico de concentrado de los tratamientos y las combinaciones que se

presentaron con los factores de HMA, rizobacteria DBA51 y MKP.

V.1.1.4 Peso fresco foliar

En la Figura 26 podemos observar los resultados del peso fresco foliar, donde se
sigue distinguiendo el tratamiento de FE (Fertilizante encapsulado MKP) como el mas alto
significativamente en comparacion a los demas, los tratamientos que le siguen son FE +
HMA + R (Fertilizante encapsulado MKP con micorriza y rizobacteria), FE + R (Fertilizante
encapsulado MKP y rizobacteria) y FE + HMA (Fertilizante encapsulado MKP y micorriza)
estos muestran la misma tendencia a comparacion de los tratamientos de Control, MKP (P
convencional), MKP + R (P convencional y rizobacteria), MKP + HMA + R (P convencional
con micorriza y rizobacteria), MKP + HMA (P convencional y micorriza), que estan en los
valores méas bajos en comparacion a los tratamientos mencionados. Los tratamientos que
combinan multiples agentes como FE, HMA y R, tienden a tener un mayor impacto positivo
en el peso fresco, aqui la importancia de utilizar combinaciones de tratamientos para

maximizar el peso fresco en plantas de tomate.
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Peso fresco foliar

801 A
70A
60
504
T 40
301
204
104
6}
FE+R FE + HMA MKP + HMA + R
FE FE+ HMA + R Control MKP + R MKP + HMA

Tratamientos

Figura 26. Promocion de crecimiento en tomate por peso fresco foliar en gramos (A) y peso
seco foliar en gramos (B). Los tratamientos son: Control absoluto, MKP (P convencional),
MKP + R (P convencional y rizobacteria), FE + HMA + R (Fertilizante encapsulado MKP
con micorriza y rizobacteria)) MKP + HMA + R (P convencional con micorriza y
rizobacteria), FE + R (Fertilizante encapsulado MKP y rizobacteria), FE (Fertilizante
encapsulado MKP), MKP + HMA (P convencional y micorriza), y FE + HMA (Fertilizante

encapsulado MKP y micorriza). Tratamientos con n = 10.

V.1.1.4 Peso seco foliar

Se muestran los resultados del peso seco foliar en la Figura 27, donde se aprecia que
el tratamiento FE (Fertilizante encapsulado MKP) es significativamente mas alto, seguido
del tratamiento FE + HMA (Fertilizante encapsulado MKP y micorriza). Los tratamientos
gue muestran una tendencia similar son Control, FE + HMA + R (Fertilizante encapsulado
MKP con micorrizay rizobacteria) y FE + R (Fertilizante encapsulado MKP y rizobacteria),
tratamientos que también muestran similitud entre ellos y que estdn debajo de los antes
mencionados son MKP (P convencional), MKP + R (P convencional y rizobacteria) y MKP
+ HMA (P convencional y micorriza) y con el valor mas bajo se encuentra el tratamiento

MKP + HMA + R (P convencional con micorriza y rizobacteria). Los tratamientos de FE
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(Fertilizante encapsulado MKP) combinado con algun microorganismo muestran los valores

maés altos en comparacion con el fertilizante MKP (P convencional).

Peso seco foliar
40+
354

304

254
20
154
104

(@
o o

al

o

FE + HMA +R MKP + R
Control MKP + HMA MKP + HMA + R

Tratamientos

Figura 27. Promocion de crecimiento en tomate por peso seco foliar en gramos. Los
tratamientos son: Control absoluto, MKP (P convencional), MKP + R (P convencional y
rizobacteria), FE + HMA + R (Fertilizante encapsulado MKP con micorriza y rizobacteria),
MKP + HMA + R (P convencional con micorriza y rizobacteria), FE + R (Fertilizante
encapsulado MKP vy rizobacteria), FE (Fertilizante encapsulado MKP), MKP + HMA (P
convencional y micorriza), y FE + HMA (Fertilizante encapsulado MKP y micorriza).

Tratamientos con n = 10.

V.1.1.4.1 Resultados de la sinergia entre los fertilizantes FE y MKP con los
microorganismos benéficos.

A continuacién, se presentan resultados de la sinergia donde se compararon los
efectos de los tratamientos de fertilizante micro-encapsulado y MKP con los

microorganismos benéficos en sus diferentes combinaciones.
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FE

30.00+

25.004

20.00+

15.004

Peso seco (g)

10.004

5.00

0.00

Fe sin
Tratamientos

Figura 28. Se presenta resultados de la sinergia de tratamientos de FE que muestra mayor

valor teniendo diferencia significativa con el que no tiene FE.

HMA -FE
32.064 A
B
24.054
C
G
o
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¢ 16.034
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n
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o
8.02-
0.00
sin FE HMA FE HMA sin

Tratamientos

Figura 29. Se presentan resultados de la sinergia entre los HMA y FE, donde de manera
individual presentan diferencias estadisticas, de maneja conjunta tiene un valor intermedio,

pero con diferencias estadisticas a los individuales.
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Rizobacteria DBA51 - FE

33.25+ A

26.60

19.951

13.30

Peso seco (g)

6.651

0.00

sin FE R FE R sin
Tratamientos

Figura 30. Se presentan resultados de la sinergia entre larizobacteria DBA51 y FE, los cuales
muestran diferencias estadisticas entre ellos, la combinacion de ellos tiene un valor

intermedio con diferencias estadisticas.

HMA - Rizobacteria DBA51 - FE

35.38+

30.32

25.27
20.22+
15.164
10.11
5.05-
0.00

HMA sin FE HMA sin sin HMA R sin
sin sin FE sin R FE sm sin sin sin R sin

Peso seco (g)

Tratamientos

Figura 31. Grafico de concentrado de los tratamientos y las combinaciones que se

presentaron con los factores de HMA, rizobacteria DBA51 y FE.
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V.1.1.5 Peso fresco raiz

Con respecto al peso fresco de la raiz que se presentan en la Figura 32, se aprecia
que el valor mas alto con diferencias significativas es el del tratamiento FE (Fertilizante
encapsulado MKP) a diferencia de los demas, por debajo los tratamientos que le siguen son
el de Control y FE + HMA + R (Fertilizante encapsulado MKP con micorriza y rizobacteria)
los cuales muestran cierta similitud, de estos teniendo por debajo se encuentra el tratamiento
FE + R (Fertilizante encapsulado MKP y rizobacteria) que muestra cierta similitud con los
tratamientos de MKP (P convencional), MKP + R (P convencional y rizobacteria) y teniendo
a un més de bajo esta el tratamiento MKP + HMA (P convencional y micorriza) que con el
tratamiento de MKP + HMA (P convencional y micorriza) tiene los valores mas bajos del
peso fresco de raiz. Se muestra cierta tendencia entre los tratamientos todos los tratamientos

de los fertilizantes combinados con algin microorganismo.

Peso fresco raiz

304
251

20

15 o o)
: i i iD

Control FE + HMA
FE+ HMA + R MKP + R MKP + HMA + R MKP + HMA

o

[&)]

o

Tratamientos

Figura 32. Promocion de crecimiento en tomate por peso fresco raiz en gramos. Los
tratamientos son: Control absoluto, MKP (P convencional), MKP + R (P convencional y
rizobacteria), FE + HMA + R (Fertilizante encapsulado MKP con micorriza y rizobacteria),
MKP + HMA + R (P convencional con micorriza y rizobacteria), FE + R (Fertilizante
encapsulado MKP vy rizobacteria), FE (Fertilizante encapsulado MKP), MKP + HMA (P
convencional y micorriza), y FE + HMA (Fertilizante encapsulado MKP y micorriza).

Tratamientos con n = 10.
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V.1.1.6 Peso seco raiz

Para los datos de peso seco de la raiz se observa en la Figura 33 que los tratamientos
de Control con FE (Fertilizante encapsulado MKP) tiene los valores méas altos a comparacion
de los demaés tratamientos, se presentan con cierta similitud los tratamientos de FE + HMA
+ R (Fertilizante encapsulado MKP con micorriza y rizobacteria) y FE + R (Fertilizante
encapsulado MKP y rizobacteria teniendo valores casi similares, los que le siguen debajo son
MKP (P convencional), MKP + R (P convencional y rizobacteria) y MKP + HMA (P
convencional y micorriza) estos tuvieron un comportamiento similar entre ellos y los
tratamientos con los valores méas bajos son MKP + HMA + R (P convencional con micorriza
y rizobacteria) y FE + HMA (Fertilizante encapsulado MKP y micorriza). Se obtuvieron
comportamientos similares entre los tratamientos de los fertilizantes con los
microorganismos en comparacion al Control y el FE (Fertilizante encapsulado MKP), la
combinacion de los fertilizantes con los microorganismos demuestra el efecto en el peso seco

de laraiz.

Peso secoraiz
13+

111

74
6
44
2
0

Control
FE+ HMA + R MKP + HMA MKP+HMA+R

Tratamientos

Figura 33. Promocién de crecimiento en tomate por peso seco radicular en gramos. Los
tratamientos son: Control absoluto, MKP (P convencional), MKP + R (P convencional y
rizobacteria), FE + HMA + R (Fertilizante encapsulado MKP con micorriza y rizobacteria),
MKP + HMA + R (P convencional con micorriza y rizobacteria), FE + R (Fertilizante
encapsulado MKP vy rizobacteria), FE (Fertilizante encapsulado MKP), MKP + HMA (P
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convencional y micorriza), y FE + HMA (Fertilizante encapsulado MKP y micorriza).

Tratamientos con n = 10.

V.1.1.6.1 Resultado de la sinergia de los fertilizantes FE y MKP con los microorganismos
benéficos.

A continuacién, se presentan resultados de la sinergia donde se compararon los
efectos de los tratamientos de fertilizante micro-encapsulado y MKP con los

microorganismos benéficos en sus diferentes combinaciones.

FE
8.801 A
7.55- B
6.29-
5.031

3.77-

Peso seco raiz (g)

2.521

1.264

0.00
FE sin

Tratamientos

Figura 34. Se presenta resultado de la sinergia de FE que muestra un valor mas alto

mostrando diferencia significativa.
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Figura 35. Se presentan resultados de la sinergia entre HMA y FE, siendo el valor més alto
el de FE individual, HMA solo y de manera combinada muestra cierta similitud no teniendo

diferencias estadisticas entre ellos.
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Figura 36. Se presentan resultados de la sinergia entre la rizobacteria DBA51 y FE, donde

la combinacién de estos dos tiene un valor intermedio siendo diferente estadisticamente a los

individuales.
HMA - Rizobacteria DBA51 - FE

11.98+ A

10.27
8 855 B BC
N BCD CD CcD
B D D
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,?2 3.42

1.714

0.00

HMA R FE HMA sin sin sin sin sin HMA R sin
sin sin FE sin R FE sin R sin HMA sin FE

Tratamientos

Figura 37. Grafico de concentrado de los tratamientos y las combinaciones que se

presentaron con los factores de HMA, rizobacteria DBA51 y FE.

V.1.1.7 Fotosintesis

Se presentan datos de fotosintesis en la Figura 38, donde se muestran los niveles de
actividad fotosintética para nueve tratamientos diferentes (T1 a T9). La barra de error en cada
columna indica la variabilidad de los datos, esto por los diferentes tratamientos donde el valor
mas alto significativamente es el del tratamiento MKP (P convencional), seguido de MKP +
R (P convencional y rizobacteria), el tratamiento de control absoluto es el que continua por
debajo de los antes mencionados y con los valores mas bajos de tasa fotosintética estan los
tratamientos FE + HMA + R (Fertilizante encapsulado MKP con micorriza y rizobacteria),
MKP + HMA + R (P convencional con micorriza y rizobacteria), FE + R (Fertilizante
encapsulado MKP vy rizobacteria), FE (Fertilizante encapsulado MKP), MKP + HMA (P
convencional y micorriza), y FE + HMA (Fertilizante encapsulado MKP y micorriza). Los
tratamientos de MKP y MKP + rizobacteria destacan por tener las tasas de fotosintesis mas

altas, lo que sugiere que las condiciones experimentales son méas dptimas para la fotosintesis,
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seguido de tratamiento de control absoluto que indico menos tasa fotosintética bajo las
condiciones aplicadas.

Fotosintesis

12.0
A
10.04
AB
8.0
BC
6.01 cD
CD cD
cD

4.0 e D

2.0-
—0.0

MKP + R FE+R MKP + HMA + R MKP + HMA
MKP Control FE + HMA FE+HMA + R FE

Tratamientos

Figura 38. Promocion de crecimiento en tomate parametros de fotosintesis. Los tratamientos
son: Control absoluto, MKP (P convencional), MKP + R (P convencional y rizobacteria), FE
+ HMA + R (Fertilizante encapsulado MKP con micorriza y rizobacteria), MKP + HMA +
R (P convencional con micorriza y rizobacteria), FE + R (Fertilizante encapsulado MKP y
rizobacteria), FE (Fertilizante encapsulado MKP), MKP + HMA (P convencional y
micorriza), y FE + HMA (Fertilizante encapsulado MKP y micorriza). Tratamientos con n =
10.

V.I.1.7.1 Resultados de la sinergia de los fertilizantes Fe y MKP con los
microorganismos benéficos.

A continuacién, se presentan resultados de la sinergia donde se compararon los
efectos de los tratamientos de fertilizante micro-encapsulado y MKP con los

microorganismos benéficos en sus diferentes combinaciones.
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Fotosintesis

7.42+

6.68+

5.94+

5.194

4.45-

3.714

2.971

2.231

1.48+

0.744

FE

0.00

sin FE
Tratamientos

Figura 39. Se presenta resultado de sinergia en tratamientos sin y con FE, los cuales muestran

diferencias estadisticas, teniendo un valor mas alto el tratamiento sin FE.
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Figura 40. Se presenta resultados de la sinergia entre los HMA y FE los cuales muestran

similitud no teniendo diferencia estadistica de forma individual y de forma conjunta.
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0.00
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Tratamientos

Figura 41. Se presentan resultados de la sinergia entre rizobacteria DBA51 y FE, donde R

tiene el valor mas alto con diferencias estadisticas a los demas, FE de manera combinada o

individual tiene cierta similitud sin diferencias estadisticas.
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Figura 42. Grafico de concentrado de los tratamientos y las combinaciones que se

presentaron con los factores de HMA, rizobacteria DBA51 y FE.
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Figura 43. Se presenta resultado de la sinergia del fertilizante MKP, en el cual no hay

diferencias estadisticas al tratamiento sin MKP.

HMA - MKP
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3.22
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0.00
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HMA FE

Figura 44. Se presenta resultados de sinergia entre los HMA y FE, se aprecia que el Fe

individual tiene diferencia estadistica a los demas, los HMA solo y combinado con FE

muestran similitud no teniendo diferencias estadisticamente.
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Fotosintesis
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Figura 45. Se presenta resultados de la sinergia entre rizobacteria DBA51 y MKP, donde el
resultado mas alto es la combinacidn de estos, tenido diferencias significativas en donde estan

de manera individual.
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Figura 46. Grafico de concentrado de los tratamientos y las combinaciones que se

presentaron con los factores de HMA, rizobacteria DBA51 y MKP.

V.1.1.8 Conductancia estomatica

El grafico de la Figura 47 se muestra la conductancia estomatica en diferentes
tratamientos aplicados a las plantas, las barras indican los valores medios de la conductancia
estomatica donde el tratamiento de MKP muestra la mayor conductancia estomatica
significtivamente, este va seguido de los tratamientos de MKP + R (P convencional y
rizobacteria) y FE + R (Fertilizante encapsulado MKP y rizobacteria) que muestran la misma
tendencia, por debajo de estos se encuentran los tratamientos de control absoluto y FE +
HMA (Fertilizante encapsulado MKP y micorriza) que tiene valores similares, los
tratamientos debajo de los antes mencionados son FE + HMA + R (Fertilizante encapsulado
MKP con micorriza y rizobacteria y MKP + HMA (P convencional y micorriza) mostrando
similitud y con los valores mas bajos en conductancia estomatica estan los tratamiemtos de
MKP + HMA + R (P convencional con micorriza y rizobacteria) y FE (Fertilizante

encapsulado MKP). EIl tratamiento de MKP muestra el valor con la mayor conductancia
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estomatica, sugiriendo una mayor apertura estomatica. Los tratamientos con combinaciones
de FE, HMA y Rizo tienden a mostrar conductancias mas bajas, indicando una menor

apertura estomatica.

Cdénductancia estomatica

0.17

0.14

0.11

0.08

0.06

0.03 i
~0.00-

FE + HMA MKP + HMA MKP + HMA + R
MKP + R Control FE+ HMA + R

Tratamientos

Figura 47. Promocion de crecimiento en tomate parametros de conductancia estomatica. Los
tratamientos son: Control absoluto, MKP (P convencional), MKP + R (P convencional y
rizobacteria), FE + HMA + R (Fertilizante encapsulado MKP con micorriza y rizobacteria),
MKP + HMA + R (P convencional con micorriza y rizobacteria), FE + R (Fertilizante
encapsulado MKP vy rizobacteria), FE (Fertilizante encapsulado MKP), MKP + HMA (P
convencional y micorriza), y FE + HMA (Fertilizante encapsulado MKP y micorriza).

Tratamientos con n = 10.

V.1.1.8.1 Resultado de la sinergia de los fertilizantes Fe y MKP con los microorganismos
benéficos.

A continuacién, se presentan resultados de la sinergia donde se compararon los
efectos de los tratamientos de fertilizante micro-encapsulado y MKP con los

microorganismos benéficos en sus diferentes combinaciones.
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conductancia estomatica
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0.000
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Figura 48. Se presenta resultado de tratamientos sin y con FE, los cuales tiene diferencias

estadisticas siendo el mas bajo el FE.
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Figura 49. Se presentan resultados de la sinergia entre HMA y FE los cuales tiene cierta

similitud, en combinacién y de forma individual no teniendo diferencias estadisticas.
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Conductancia estomatica
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Figura 50. Se presenta resultado de la sinergia entre rizobacteria DBA51 y FE donde se

muestra cierta similitud entre ellos, no teniendo diferencia estadistica.
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Figura 51. Grafico de concentrado de los tratamientos y las combinaciones que se

presentaron con los factores de HMA, rizobacteria DBA51 y FE.
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Figura 52. Se presenta resultado de la sinergia del fertilizante MKP, de los cuales no se

aprecia diferencia estadistica en los tratamientos de sin y con MKP.
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Figura 53. Se presentan resultados de sinergia entre HMA y MKP, donde el valor mas alto

con diferencia estadistica es de MKP individual, el HMA solo y combinado tiene cierta

similitud no mostrando diferencia estadistica.
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Conductancia estomatica

Rizobacteria DBA51 - MKP
0.107-

0.095- A

0.083- A
0.0711
0.060-
0.048-

0.036+

Conductancia estomatica

0.024+

0.012+

0.000

R sin R MKP sin MKP
Tratamientos

Figura 54. Se presentan resultados de la sinergia entre rizobacteria DBA5 y MKP de los
cuales de forma individual y combinada muestran cierta similitud no teniendo diferencias

estadisticas entre ellos.

HMA - Rizobacteria DBA51 - MKP

0.128+
0.1154
0.1021
0.0904
0.077
0.0644
0.0514
0.038
0.0264
0.0134
0.000
sin R sin HMA sin sin HMA sin MKP HMA R MKP
sin R MKP sin sin sin HMA R sin

Tratamientos

Figura 55. Grafico de concentrado de los tratamientos y las combinaciones que se

presentaron con los factores de HMA, rizobacteria DBA51 y MKP.
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V.1.1.9 Transpiracion

En el siguiente grafico de la Figura 56 se muestra la tasa de transpiracion en los
diferentes tratamientos aplicados a las plantas indicando los valores medios de la
transpiracion en cada barra, el valor significativo mas alto se presenta en el tratamiento de
MKP (P convencional) seguido de FE + R (Fertilizante encapsulado MKP y rizobacteria) que
al igual muestra un valor alto, por debajo de este se encuentra el tratamiento de control
absoluto con el tratamiento MKP + R (P convencional y rizobacteria) que muestran una
tendencia similar en sus valores, los tratamientos de FE + HMA + R (Fertilizante encapsulado
MKP con micorrizay rizobacteria), FE + HMA (Fertilizante encapsulado MKP y micorriza),
MKP + HMA + R (P convencional con micorriza y rizobacteria) y MKP + HMA (P
convencional y micorriza) se expresan con cierta tendencia en los valores medios de cada
barra'y con el valor mas bajo esta el tratamiento de FE (Fertilizante encapsulado MKP). Los
tratamientos con MKP y FE + Rizo muestran las tasas de transpiracion mas altas, sugiriendo
que estos tratamientos promueven una mayor pérdida de agua a través de la transpiracion.
Por otro lado, los tratamientos con FE y combinaciones de HMA tienden a mostrar tasas de

transpiracion mas bajas, indicando una menor transpiracion.

Transpiracién

0.0040+

0.0032
0.0024 CD
CD
0.0016+ D
0.0008+
0.00007

Control FE+ HMA + R MKP + HMA + R
MKP + R MKP + HMA

ol HHOmM2 s-1

Tratamientos

Figura 56. Promocion de crecimiento en tomate parametros de transpiracion. Los

tratamientos son: Control absoluto, MKP (P convencional), MKP + R (P convencional y
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rizobacteria), FE + HMA + R (Fertilizante encapsulado MKP con micorriza y rizobacteria),
MKP + HMA + R (P convencional con micorriza y rizobacteria), FE + R (Fertilizante
encapsulado MKP vy rizobacteria), FE (Fertilizante encapsulado MKP), MKP + HMA (P
convencional y micorriza), y FE + HMA (Fertilizante encapsulado MKP y micorriza).
Tratamientos con n = 10.

V.1.1.9.1 Resultados de sinergia de los fertilizantes FE y MKP con los microorganismos
benéficos.

A continuacién, se presentan resultados de la sinergia donde se compararon los
efectos de los tratamientos de fertilizante micro-encapsulado y MKP con los

microorganismos benéficos en sus diferentes combinaciones.

FE
0.0029- A
0.00251
0.0022-
0.00181

0.00141

Transpiracion

0.00111

0.0007+

0.00041

0.0000
sin FE

Tratamientos

Figura 57. Se presenta resultado de sinergia de FE, donde se muestra similitud no teniendo

diferencia estadistica entre sin y con FE.
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Transpiracion

0.0036+

0.00301

0.0024

0.0018+

0.0012

0.0006+

0.0000

HMA -FE

HMA FE

sin FE HMA sin
Tratamiento

Figura 58. Se presentan resultados de sinergia entre HMA 'y FE, donde de manera combinada

he individual muestran cierta tendencia no observando diferencias estadisticas entre ellos.

Transpiracion
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0.0000
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AB
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R FE

R sin sin FE
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97



Figura 59. Se presentan resultados de la sinergia entre rizobacteria DBA51 y FE donde la
combinacion de estos tiene el valor mas alto a diferencia de FE individual, pero comparten

cierta similitud con R individual.

HMA - Rizobacteria DBA51 - FE

0.0039+
0.00354
0.00314
= 0.00264
o
u -
-g 0.0022
o
@ 0.0018
g
F  0.0013-
0.0009
0.0004+
0.0000
sin R FE FE sin FE HMA sin sin sin sin FE
sin R sin HMA R sin

Tratamientos

Figura 60. Grafico de concentrado de los tratamientos y las combinaciones que se

presentaron con los factores de HMA, rizobacteria DBA51 y FE.
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MKP

0.00291 A
A

0.0025

0.0020

0.0016

0.0012

0.0008

0.0004

0.0000

sin MKP

Tratamientos

transpiracion

Figura 61. Se presenta resultado de sinergia del fertilizante MKP comercial, donde se
muestra similitud no teniendo diferencia estadistica.

HMA - MKP
0.0034+

0.00291
AB
0.0024
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sin MKP HMA sin HMA MKP
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Figura 62. Se presentan resultados de sinergia entre HMA y MKP, donde MKP individual
tiene diferencia estadistica con HMA y MKP combinados, pero estos muestran cierta
similitud con HMA solo.

Rizobacteria DBA51 - MKP

0.0031+
0.0027+ A
0.0023+
0.00191

0.0015+

Transpiracion

0.0012

0.0008+

0.0004+

0.0000 1
R sin R MKP sin MKP

Tratamientos

Figura 63. Se presentan resultados de sinergia entre rizobacteria y MKP, donde las tres

combinaciones muestran cierta similitud no observado diferencia estadistica entre ellos.
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Transpiracion

HMA - Rizobacteria DBA51 - MKP

0.0037+
A
0.0033 AB
BCD
0.00284 BCD
CcD
0.0023- co
D
0.00194
0.00144
0.00094
0.00054
0.0000
sin R sin HMA sin sin HMA R sin HMA R MKP
sin R MKP sin sin sin HMA sin MKP

Tratamientos

Figura 64. Grafico de concentrado de los tratamientos y las combinaciones que se

presentaron con los factores de HMA, rizobacteria DBA51 y MKP.

V.1.2 Cuantificacion del fosforo

De las muestras recolectadas, molidas y almacenadas en bolsas de papel de todos
los tratamientos se enviaron al Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Relacion
Agua, Suelo, Planta, Atmosfera (CENID RASPA, Inifap). Los resultados de la cuantificacion
de fosforo en plantas de tomate es una parte fundamental del estudio para evaluar la absorcion
y disponibilidad de fésforo bajo diferentes tratamientos, con este analisis se compara la
absorcion de fosforo en las plantas sometidas a diferentes tratamientos con el objetivo de
evaluar la efectividad del fertilizante micro-encapsulado MKP contra el fertilizante comercial
MKP. Se presenta el grafico de la Figura 65 de resultados de la cuantificacion de fosforo de
todos los tratamientos donde se aprecia que los valores significativos mas altos son en los
tratamientos del fertilizante encapsulado (FE) solo y en combinacion con los

microorganismos benéficos, observando una tendencia similar los cuatro tratamientos, para
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los tratamientos del fertilizante comercial MKP y de control muestran valores mas bajos en

comparacion al fertilizante encapsulado.

Cuantificacion de fosforo

0.554

0.501

IS

©

w

0.4
0.3
0.3
0.2

MIIIIiiiii

% de Fosforo
N [o2]

~

o

0.2
0.1
0.1
0.0

[}

FE + HMA FE + HMA + Rlzo MKP + HMA + Rlzo Control
FE + Rizo KP + Rizo KP + HMA
Tratamiento

Figura 65. Cuantificacion de fosforo. Los tratamientos son: Control absoluto, MKP (P
convencional), MKP + R (P convencional y rizobacteria), FE + HMA + R (Fertilizante
encapsulado MKP con micorriza y rizobacteria), MKP + HMA + R (P convencional con
micorriza y rizobacteria), FE + R (Fertilizante encapsulado MKP y rizobacteria), FE
(Fertilizante encapsulado MKP), MKP + HMA (P convencional y micorriza), y FE + HMA

(Fertilizante encapsulado MKP y micorriza). Tratamientos con n = 10.

V.1.2.1 Resultados de la sinergia de los fertilizantes Fe y MKP con los microorganismos
benéficos.

A continuacion, se presentan resultados de la sinergia donde se compararon los
efectos de los tratamientos de fertilizante micro-encapsulado y MKP con los

microorganismos benéficos en sus diferentes combinaciones.
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FE

0.48+ A

0.40-

0.32-

0.24

% de fosforo

0.161

0.08-

0.00
FE sin
Tratamientos

Figura 66. Se presenta resultados de la sinergia del FE, donde se muestra diferencia

estadistica en comparacion al tratamiento sin.

HMA - FE

0.491 & 5
0.43
0.374
0.311

0.24+

% de fosforo

0.184

0.121 B

0.06+

0.00 T
sin FE HMA FE HMA sin

Tratamientos

Figura 67. Se presentan resultados de la sinergia entre HMA y FE, se observa que el
tratamiento FE solo y combinado con HMA tiene cierta similitud en comparacién a HMA

solo con el que se muestra diferencia estadistica.
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Rizobacteria DBA51 - FE

0.50+

0.451
0.391
0.34
0.28+
0.22-
0.171
B
0.11
0.06+
0.00

sin FE R sin
Tratamientos

% de fosforo

Figura 68. Se presentan resultados de sinergia de rizobacteria DBA51 con FE, donde FE

individual presenta similitud con R y FE, teniendo diferencia estadistica con R individual.

HMA - Rizobacteria DBA51 - FE

0.514
0.454
0.384
9 032
(2]
B 0.25
(/]
° 0.191
e\o .
0.134
0.00
HMA sin FE HMA R sin
sin sin FE sin R FE sm R sin HMA sin sin

Tratamientos

Figura 69. Grafico de concentrado de los tratamientos y las combinaciones que se

presentaron con los factores de HMA, rizobacteria DBA51 y FE.
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% de fosforo

0.41+

0.351

0.294

0.234

0.06

MKP

0.00

sin

Tratamientos

Figura 70. Se presenta resultados de la sinergia del fertilizante MKP, donde se observa

diferencias estadisticas del tratamiento sin en comparacion de MKP.

% de fosforo

0.48+

0.421

0.351

0.28+

0.211

0.14

0.071

HMA - MKP

0.00

MKP sin

sin MKP

Tratamientos

HMA MKP

105



Figura 71. Se presentan resultados de sinergia de HMA y MKP, donde se observan
diferencias estadisticas en las tres combinaciones, siendo la combinacion de HMA y MKP el

de menor valor estadistico.

Rizobacteria DBA51 - MKP
0.47- A

0.40
0.341
0.271

0.20+

% de fosforo

0.131

0.07+

0.00 T
R sin R MKP sin MKP

Tratamientos

Figura 72. Se presentan resultados de sinergia de Rizobacteria DBA51 y MKP, donde se

muestra que el tratamiento R es el valor més alto con diferencia estadistica a R con MKP y

MKEP solo, que muestran cierta similitud.
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HMA - Rizobacteria DBA51 - MKP
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Figura 73. Grafico de concentrado de los tratamientos y las combinaciones que se

presentaron con los factores de HMA, rizobacteria DBA51 y MKP.

V.1.3 Resultados de la simbiosis de HMA con las raices

Para los HMA se confirm6 mediante la técnica de tincidn de raices, donde se realizo
el conteo de las estructuras de los HMA observando hifas y arbusculos lo que confirma el

éxito de la inoculacion, se estimo el porcentaje de colonizacién de cada tratamiento (Figura

74y 75).
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Figura 74. Grafica del porcentaje de colonizacion micorricica por cada tratamiento de hifas.
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Figura 75. Grafica del porcentaje de colonizacion micorricica antirradical por cada

tratamiento de arbusculos.
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La colonizacion por hifas y arbusculos fue significativamente mayor en los
tratamientos con fertilizante encapsulado (FE), y en el tratamiento con la rizobacteria

promotora del crecimiento, estos tratamientos muestran mayor porcentaje de colonizacion.

V.1.3 Confirmacion de la rizobacteria en la planta

Para la confirmacion de rizobacteria promotora del crecimiento Enterobacter sp.
DBAJ51 en la planta se obtuvo un extracto de la raiz macerada para su crecimiento en cajas
Petri con medio DF-ACC, este medio permitio la deteccién de la actividad de la ACC
desaminasa. El crecimiento bacteriano en el medio DF-ACC se tomé como un indicador
para confirmar la presencia de la rizobacteria en las raices de las plantas y ademas se mando
a secuenciar el gen 16S rDNA, del resultado de las secuencias obtenidas se compararon con
las bases de datos de secuencias de referencia utilizando la herramienta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) del NCBI, confirmando la identidad de las bacterias aisladas.

El resultado fue el comparativo mas alto correspondiente a Enterobacter cloacae,
con un porcentaje de identidad de 94.06 %, indicando que la rizobacteria DBA51 estaba

asociada a las plantas del bioensayo de promocién del crecimiento

V.2 Bioensayo de patogenicidad

V.2.1 Resultados de la simbiosis de HMA con las raices

Se realizd la técnica de tincion de raices donde se volvio a confirmar la presencia de
hifas y arbusculos por medio de observacion microscépica, las estructuras observadas indican
una interaccion simbidtica efectiva entre las raices de las plantas y los HMA. Se presentan

porcentajes de colonizacion de cada tratamiento en la figura 77 y 78.
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Figura 76. Gréaficos del porcentaje de colonizacion micorricica intrarradical de hifas en

raices de plantas del segundo bioensayo en invernadero.
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Figura 77. Gréaficos del porcentaje de colonizacién micorricica de arbusculos en raices de

plantas del segundo bioensayo en invernadero.
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Los tratamientos del fertilizante encapsulado en combinacion con los HMA vuelven
a presentar mayor porcentaje de colonizacion en comparacion a los tratamientos del

fertilizante comercial MKP.

V.2.2 Confirmacion de la rizobacteria en la planta

La confirmacién de la presencia de la rizobacteria promotora del crecimiento en las
raices, se comprobé mediante el crecimiento en medio PVK que contiene fosfato tricalcico,
una caracteristica de las rizobacterias es que solubiliza el fosforo, lo cual se not6 en el
crecimiento y formacién de halos claros alrededor de las colonias bacterianas, estos halos
son indicativos de la solubilizacion del fosfato tricalcico. Se presentan imagenes del

crecimiento y presencia del halo (Figura 79).

Figura 78. Crecimiento en medio PVK, A) Cajas con tratamientos y B) Presencia del halo

formado por la solubilizacion de fésforo por Enterobacter sp. DBASL.
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V.2.3 Resultados de procesamiento de imagenes

Con la captura de imégenes al presentar sintomas después de la infeccion, se realizd
la segmentacién de iméagenes para obtener el porcentaje de infeccion presentado en cada una
de las hojas infectadas por cada planta en los diferentes tratamientos, se identificd y
cuantifico el area enferma y é&rea sana y se obtuvo un porcentaje de cada area, se presentan
gréaficos de area sana y enferma en la figura 80, resultado de la segmentacion de imagenes,
donde se muestra similitud en todos los tratamientos del area sana, tratamientos con los
microorganismos benéficos muestran la misma similitud demostrando que todos los

tratamientos son efectivos en mantener la salud en la planta.

Area enferma

3.67

A
A
2.767 A A A
A
1.84
0.92-
—0.00

FE+HMA+FHLGJ22 MKP+HMA+R+FHLGJ22 MKP+R+FHLGJ22
Control + FHLGJ22 FE+HMA+R+FHLGJ 22 FE+R+FHLGJU 22

% de area enfermm

Tratamientos

Figura 79. Diferencias de medias de datos de area enferma, n = 10.

V.2.4 Expresion de genes de defensa por RT-PCR semicuantitativo

Para evaluar la respuesta defensiva de la planta hacia el patdégeno P. cacticidum
FHLGJ22, se realizaron analisis moleculares de expresion génica por medio de la RT-PCR
semicuantitativa. Por electroforesis en gel de agarosa se comprueba la expresion de los genes
que son inducidos por los diferentes tratamientos en las plantas del bioensayo. Se visualizan
los fragmentos en el gel de agarosa, se noto la presencia y se corrobord el tamafio del
fragmento amplificado que corresponde a cada gen. Los tratamientos con tres repeticiones

que se usaron en el gel y cada repeticion corresponden a un pool de plantas:
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T1- Control

T2- Control + FHLGJ22

T3- MKP + DBA51 + FHLGJ22

T4- MKP + HMA

T5- MKP + HMA + DBA51 + FHLGJ22
T6- FE + HMA + DBA51 + FHLGJ22

T7- FE + DBASL + FHLGJ22
T8- FE + HMA + FHLGJ22

A continuacidn, en las figuras 81 y 82, se ilustra las imagenes de la primera ronda
de los geles de agarosa que se realizd, donde se corrieron los fragmentos de cada uno de los
genes amplificados por PCRs para todas las muestras. EIl primer gen que se confirmo fue
EIF1a que esta involucrado en la regulacion de la traduccion selectiva y en la respuesta a
sefiales ambientales en plantas, es un gen con expresion constitutiva y se empleé como
control de carga del ADNc obtenido de cada muestra. Posterior de obtener una amplificacion
del gen control (EIF1a) homogénea en las tres repeticiones se realizaron los PCR para
amplificar el resto de los genes involucrados en defensa (AOC, ACCO, ERP1, PR1, PtoR1,
y SOD). El gen AOC codifica una enzima que participa en la biosintesis de jasmonatos,
compuestos organicos que interactlan en respuestas a situaciones de estrés biotico y abiotico.
El genPR1 codifica una proteina que se expresa en la respuesta a la infeccion por patégenos,
esta se considera como un marcador de respuesta de defensa sistémica en las plantas y es
dependiente del acido salicilico. EI gen ACCO codifica para la enzima ACC oxidasa,
conocida como etileno sintasa que participa en la biosintesis del etileno, fitohormona

involucrada en la respuesta a condiciones ambientales y de estrés.
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Figura 80. Analisis de expresion génica por RT-PCR semicuantitativo para los tratamientos
T1 al TS con tres réplicas. Los genes evaluados: EIF1a (Factor de elongacion 1o, control
constitutivo), AOC (aleno éxido ciclasa), ERP1 (proteina de respuesta a etileno), ACCO
(aminociclopropano carboxilato oxidasa), PtoR1 (proteina de respuesta a patdgeno), SOD
(superoxido dismutasa) y PR1 (proteina relacionada a patogénesis). M, marcador de tamafio

molecular 100 pares de bases y separados en geles de agarosa al 2%.
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Figura 81. Analisis de expresion génica por RT-PCR semicuantitativo para los tratamientos
T5 al T8 con tres réplicas. Analisis de expresion génica por RT-PCR semicuantitativo para
los tratamientos TS5 al T8 con tres réplicas. Los genes evaluados: EIF 1 a (Factor de elongacion
la, control constitutivo), AOC (aleno oxido ciclasa), ERP1 (proteina de respuesta a etileno),
ACCO (aminociclopropano carboxilato oxidasa), PtoR1 (proteina de respuesta a patdgeno),

SOD (superéxido dismutasa) y PR1 (proteina relacionada a patogénesis). M, marcador de
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tamario molecular 100 pares de bases, G+, ADN genomico de plantas de tomate como control

externo separados en geles de agarosa al 2%.

Partiendo de las imagenes anteriores, se procedio a realizar una cuantificacion de
los pixeles correspondientes a cada banda detectada por cada gen y muestra para estimar la
expresion relativa de cada gen. La expresion relativa de cada uno de estos genes es
semicuantitativo, correspondiente a la primera corrida de tres de PCR para todas las muestras,
es necesario realizar dos mas para poder definir el patron de expresion de los genes
evaluados, los datos obtenidos fueron graficados para cada uno de los genes.

V.2.4.1 Gen AOC (Aleno oxido ciclasa)

El resultado de la expresion del gen AOC en la figura 83 muestra que los
tratamientos T4, T5, T6, T7 y T8 muestran valores de expresion relativa similares y
significativamente altos al tratamiento T1 que es el gen constitutivo con el que se comparan
todos los tratamientos, los tratamientos de mayor expresion son los de fertilizante micro-
encapsulado MKP y MKP comercial en combinacién con los microorganismos benéficos, a
excepcion de tratamiento T7 que es solo fertilizante micro-encapsulado MKP, este gen se
involucro en la sintesis del acido jasmonico que participa en sefializacion y defensa contra el

patogeno.
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Figura 82. Expresion relativa del gen que codifica para Aleno oxido ciclasa (AOC) mediante

RT-PCR semicuantitativo.

V.2.4.2 Gen PR1 (Proteina relacionada a patogénesis)

Se muestra el grafico de los resultados de la expresion relativa del gen PR1 en la
figura 84, donde las diferencias no estan tan alejadas de cada uno de los tratamientos, el
tratamiento T7 es quien muestra el valor significativo mas alto, los tratamientos T2, T3y T6
muestran una tendencia similar en sus valores, debajo de estos se encuentran los tratamientos
T1, T5 y T8 que también similitud en su valor expresado y con menor valor esta el T4. La
expresion de este gen codifica una proteina relacionada a la patogénesis en las plantas, por
lo que su expresion se indujo en respuesta a los sintomas de la infeccion relacionado al

patogeno.
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Figura 83. Expresion relativa del gen que codifica para proteina relacionada a patogénesis 1
(PR1) mediante RT-PCR semicuantitativo.

V.2.4.3 Gen ERP1 (Proteina de respuesta al etileno)

En la Figura 85 se muestra el resultado de la expresion relativa del gen ERPI1, los
cuales se comparan con el T1 que es el control, se observa que el T4 es el tratamiento con el
valor significativo mas alto, seguido de los tratamientos T3, T5 y T6 que muestran valores
similares con el tratamiento de comparacion y con los valores mas bajos estan los
tratamientos T2, T7y T8.
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Figura 84. Expresion relativa del gen que codifica para la proteina de respuesta a etileno 1
(ERP1) mediante RT-PCR semicuantitativo.

V.2.4.4 Gen ACCO (Aminociclopropano carboxilato oxidasa)

Se presenta el grafico del resultado en la Figura 86 de la expresion del gen ACCO,
donde se observa que el tratamiento T3 es el mas alto significativamente, siguiéndole el T6
y T8 con valores similares, por debajo de estos estan los tratamientos T2, TS5y T7, los
tratamientos T1 y T4 no presentaron valores de expresion debido a que no llevan
microorganismos benéficos. La expresion de este gen es inducida por sefiales de estrés y

dafio mecénico, a la vez que codifica una enzima involucrada en la biosintesis del etileno.
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Figura 85. Expresion relativa del gen que codifica para la enzima aminociclopropano

carboxilato oxidasa (ACCO) mediante RT-PCR semicuantitativo.

V.2.4.4 Gen PtoR1 (Proteina de respuesta a patdgenos)
En esta grafica de la Figura 87 se presentan los valores de expresion relativa del gen
PtoR1, se observa que el tratamiento T3 es quien tiene el valor mas alto significativamente

seguido del T8, los demas tratamientos estan por debajo mostrando la misma tendencia todos.
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Figura 86. Expresion relativa del gen que codifica para Proteina de respuesta a Pseudomonas
syringae pv. tomato R1 (PtoR1) mediante RT-PCR semicuantitativo.

V.2.4.4 Gen SOD (Superoxido dismutasa)

Los resultados de la expresion relativa del gen SOD muestran en la Figura 88. Los
tratamientos T2, T3 y T6 por arriba del tratamiento T1 que es con el que se comparan, los
demaés tratamientos muestran valores similares entre ellos manteniendo la misma tendencia
con el T1 mostrando expresion relativa del gen SOD para todos los tratamientos activando la

defensa antioxidante protegiendo las células vegetales contra el estrés.
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Figura 87. Expresion relativa del gen que codifica para la enzima Superédxido dismutasa

(SOD) mediante RT-PCR semicuantitativo.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

En la presente investigacion se realizaron dos bioensayos empleando un fertilizante micro-
encapsulado de MKP y sus efectos con microorganismos benéficos en plantas de tomate, se
co-inocularon con un aislado nativo de hongos micorricicos arbusculares y con la rizobacteria
Enterobacter sp. DBA51, que mostraron un impacto significativo en la mejora de absorcion
de nutrientes y promocidn el crecimiento de la planta, resultados que se muestran en las
figuras 8 y 17 sobre las diferentes combinacion de los tratamientos y los efectos que causaron
en altura de la planta y didmetro del tallo. Los HMA forman asociaciones simbioticas con las
raices donde colonizan y forman estructuras donde intercambia nutrientes principalmente el
fosforo a cambio de azucares por parte de la planta, que son resultados del porcentaje de
colonizacién micorricica presentados en las figuras 77 y 78, estos resultados coinciden con
el trabajo de Smith y Read (2008), donde explicaron que los HMA aumentan la superficie
efectiva de absorcion radicular mediante la formacion de una red extensa de hifas en el suelo,
facilitando asi una mayor captacion de nutrientes. La extension de la zona radicular permite
a las plantas acceder a nutrientes esenciales que tienen poca movilidad en el suelo que de
otro modo estarian fuera de su alcance, Rodriguez et al. (2008) y Ahanger et al. (2014)
sefialaron que la expansion del area de absorcion radicular mediante HMA resulta en una
mejor nutricion de las plantas, lo cual es fundamental para su crecimiento y desarrollo. La
mejora en la absorcién de nutrientes se reflejo en un crecimiento y desarrollo mas vigoroso
mostrando un aumento en la altura del 6 % en comparacion al tratamiento control y 10 % de
diametro del tallo en las plantas de tomate figuras 8 y 17, en comparacion con las plantas no
inoculadas, estos resultados confirman que la simbiosis de los HMA no solo mejora la
nutricion de las plantas, sino que también promueve el desarrollo vegetativo, esto coincide
con los reportado por Colla et al. (2015), este estudio subraya que las micorrizas no solo
mejoran la absorcion de nutrientes, sino que también promueven un crecimiento vegetativo
mas vigoroso y un rendimiento de frutos superior. La mejora en la absorcién de nutrientes
contribuye a una mayor resistencia en las plantas a diversos factores como el estrés hidrico,
salino y patogenos del suelo, los autores Rodriguez et al. (2008) y Ahanger et al. (2014)
documentaron que las plantas inoculadas con micorrizas muestran una mayor resistencia a
factores de estrés ambiental, lo cual es crucial para la sostenibilidad y estabilidad de los
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sistemas agricolas. El uso de los HMA tiene implicaciones significativas para la agricultura
sostenible ya que al mejorar la eficiencia en la absorcion de nutrientes reduce la dependencia
de fertilizantes quimicos, disminuyendo asi el impacto ambiental negativo asociado con su
uso excesivo, de acuerdo al autor Salam et al. (2017) reporta que las précticas agricolas que
incorporan HMA no solo mejoran la productividad de los cultivos, sino que también
promueven la salud del suelo y la biodiversidad. Esto es esencial para desarrollar sistemas
agricolas mas resilientes y sostenibles.

El otro microorganismo evaluado en esta investigacion fue la rizobacteria promotora del
crecimiento vegetal, que son bacterias benéficas que habitan en la rizosfera (la region del
suelo inmediatamente adyacente a las raices). Estas rizobacterias han mostrado su capacidad
para promover el crecimiento vegetal y fortalecer las defensas de las plantas mediante varios
mecanismos. La inoculacion con la PGPR Enterobacter sp DBA51 beneficio en el
crecimiento, observando resultados en la altura de 6 % y 10 % didmetro del tallo en
comparacion con el tratamiento control, esto también se reportd con Ortega-Ortega et al.
(2024) donde documentaron que las rizobacterias promotoras del crecimiento, como
Enterobacter sp. DBA51, pueden estimular el crecimiento vegetal a través de diversos
mecanismos, incluyendo la produccion de fitohormonas y la mejora de la estructura del suelo.
Ademas de favorecer el crecimiento, también mejoro el proceso de nutricion en las plantas
de tomate, la rizobacteria tiene la capacidad de solubilizar fosfatos como se muestra en la
figura 79 presencia de halo por la solubilizacion del fosforo, lo que aumenta su disponibilidad
de este nutriente esencial, en el articulo de Gomez et al. (2012) sefialaron que las rizobacterias
promotoras del crecimiento mejoran la absorcion de nutrientes por las plantas al aumentar la
disponibilidad de nutrientes en el suelo y facilitar su transporte a través del sistema radicular.
La inoculacion con PGPR Enterobacter sp. DBA51 no solo ha demostrado favorecer el
crecimiento y la nutricion de las plantas, sino también la activacion de mecanismo de defensa
en la planta, lo que aumenta su capacidad para resistir infecciones por patdgenos (Delano-
Frier, et al., 2024), esto es consistente con los estudios de Nascimento et al. (2018) y Verbon
& Liberman (2016), quienes también han documentado la capacidad de los microorganismos
benéficos para mejorar la resistencia de las plantas a patogenos. El efecto de la PGPR
Enterobacter sp. DBA51 no solo favorecié en el desarrollo vegetativo, sino que también

permiti6 activacion de mecanismos de defensa contra patdgenos necrotréficos, los autores
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Verbon & Liberman (2016) sefialaron que las fitohormonas producidas por microorganismos
benéficos pueden activar rutas de sefializacion en las plantas que mejoran su resistencia a

infecciones.

El tratamiento con el fertilizante micro-encapsulado en combinacién con la inoculacion de
los microorganismos benéficos mejoraron la salud nutricional en las plantas de tomate. Los
dos tipos de fertilizantes evaluados (FE y MKP convencional) exploro posibles sinergias
potenciales entre microorganismos beneficiosos y tecnologias de fertilizacion avanzada para
mejorar el crecimiento de las plantas y su resistencia a patégenos. En este sentido, los
diferentes tratamientos que involucro al FE presentaron incrementos en los parametros
biométricos presentados en las figuras 8 y 17 resultados de altura y didmetro del tallo, esto
fue correlacionado con valores de % de fosforo del tejido foliar que se presentan en la figura
65 el resultado de la cuantificacion de fosforo, esto nos indica que el FE en presencia de los
microorganismos benéficos permite mayor asimilacion del fosforo. El uso de fertilizantes
encapsulados que estan disefiados para liberar nutrientes de manera controlada y gradual, lo
que, por pérdidas por lixiviacion y volatilizacion, en lo reportado por Hassanien y Mahdy
(2021) destacaron que el uso de fertilizantes encapsulados en plantas de tomate redujo
significativamente las pérdidas de nitrégeno, un nutriente clave para el desarrollo vegetal.
Este hallazgo sugiere que los fertilizantes encapsulados pueden proporcionar una solucién
eficaz para minimizar el desperdicio de nutrientes y mejorar la eficiencia del uso de
fertilizantes. los tratamientos con el micro-encapsulado MKP y el fertilizante comercial MKP
en combinacién con los microorganismos benéficos mostraron diferencia en cada
tratamiento, resultando en la promocion de crecimiento en parametros como diametros del
tallo y altura de la planta esto presentado en la Figura 8 y 17, esto concuerda con el estudio
de Hassanien y Mahdy (2021) mostrd que las plantas de tomate tratadas con fertilizantes
encapsulados presentaron un crecimiento mas robusto en comparacion con las tratadas con
fertilizantes tradicionales. Aunque no en todas las mediciones biométricas y fisioldgicas se
obtuvieron los valores mas altos, solo algunos tratamientos eran altos en altura de la planta y diametro
del tallo, para los resultados de fotosintesis, conductancia estomatica y transpiracién, los tratamientos
con estaban combinados con los microorganismos benéficos se obtuvieron resultados bajos a en

comparacién a los tratamientos de fertilizantes, esto se debe al gasto de fotosintatos el cual la planta

destina para mantener y alimentar a los microorganismos benéficos, ya que sabe que ellos le dan un
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beneficio, esta simbiosis mutualista le causa un costo energético al disminuir fotosintatos que son
esenciales para el crecimiento y desarrollo de la planta, esto concuerda con lo reportado por (Smith
2008) donde la simbiosis entre las plantas de tomate y microorganismos del suelo conlleva a
un intercambio mutuo de nutrientes, donde las plantas suministran fotosintatos (azucares y
otros compuestos derivados de la fotosintesis) a las micorrizas y rizobacterias a cambio de
nutrientes esenciales como el fésforo, nitrégeno y micronutrientes. Estos estudios han
demostrado que las plantas de tomate destinan hasta un 20% de sus fotosintatos a las
micorrizas arbusculares en condiciones normales de crecimiento, este gasto es justificado por
la mejora en la adquisicion de fésforo y la promocion del crecimiento, lo que lleva a un

aumento neto en la productividad de la planta.

En los dos bioensayos realizados se observd que las plantas tratadas con fertilizantes
encapsulados mostraron un crecimiento mas vigoroso en parametros como altura de la planta
y didmetro del tallo en comparacién con aquellas tratadas con el fertilizante comercial MKP,
estos resultados se alinean con los resultados reportados por Smith et al. (2019), quienes
también encontraron que los fertilizantes encapsulados promovian un mayor crecimiento
vegetativo en comparacion con los fertilizantes tradicionales. Especificamente, las plantas
tratadas con FE presentaron una mayor altura, un mayor didmetro del tallo y una mayor
biomasa foliar. En el fertilizante micro-encapsulado MKP el nutriente a evaluar fue el fésforo
que interviene el procesos de desarrollo de las raices y el crecimiento general de las plantas,
lo cual estuvo mas disponible por la caracteristica de lenta liberacion y al realizar las
mediciones biomeétricas y fisioldgicas en este estudio indican que las plantas con fertilizante
encapsulado tuvieron una mejor absorcién de nutrientes, probablemente debido a la
disponibilidad prolongada de fésforo, en el articulo de Garcia et al. (2020) respaldan esta
observacién, destacando que los fertilizantes de liberacion lenta mejoran significativamente
la absorcidn de fosforo, lo cual es crucial para el desarrollo vegetativo y reproductivo de las

plantas.

La inoculacion con hongos micorricicos arbusculares HMA no solo mejoré la salud
nutricional de las plantas de tomate, sino que también activd mecanismos de defensa
asociados con la resistencia inducida por micorrizas (MIR), participando en la sefializacion

de hormonas como el &cido jasmdnico JA, el acido salicilico SA y el etileno ET, que inducen
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genes de resistencia como AOC, PR1, SOD, ACCO, ERPI1 y PtoR1, estos juegan roles
cruciales en la resistencia inducida contra patdégenos, estos resultados se alinean con estudios
realizados por Pozo y Azcon-Aguilar (2007), quienes describieron como la colonizacion
micorricica puede activar respuestas defensivas en plantas, particularmente en respuesta a

patdgenos necrotroficos.

La mayoria de los HMA activan respuestas de defensa reguladas por JAy ET ante
ataque de insectos y patdgenos, donde el etileno participa mayormente en las rutas de
sefializacion y la interaccion planta patdgeno, nuestros resultados se coincide con un trabajo
reciente de los autores Javier Lidoy & Maria J. Pozo (2024) donde reportan que las plantas
de tomate micorrizadas respondieron a una expresion inducida de genes relacionadas con el
AJ expresando al gen ERF1 contra herbivoros masticadores y en tratamientos que no fueron
inoculados no se presenta expresion, confirmaron que las micorrizas conducen a un estado

de defensas preparadas reguladas por AJ durante la herbivoria.

Con la inoculacion de la rizobacteria promotora del crecimiento Enterobacter sp.
DBAG5L1 se ha comprobado la induccion de la resistencia sistémica en respuesta al patdogeno
necrotréfico P. cacticidum que presento sintomas de clorosis en todos los tratamientos de las
hojas de las plantas de tomate, el analisis de imagenes por segmentacion realizado en este
estudio permitié identificar y cuantificar las areas sanas y enfermas afectadas por la clorosis,
estos resultados son consistentes con lo reportado por Zhang et al., (2020), quienes también
emplearon técnicas de segmentacion de imagenes para evaluar la salud de las hojas de tomate,
donde también diferenciaron entre areas sanas y enfermas. Por la presencia del patégeno y
el sintoma causado se activaron las rutas de sefializacion de acido jasmanico (JA) y etileno
(ET). Estos resultados son congruentes con los hallazgos de Van Wees et al. (2008), quienes
también demostraron que la ISR inducida por rizobacterias esta mediada principalmente a
través de las vias de sefializacion de JA y ET, encontraron que la colonizacion de las raices
por rizobacterias resulté en la activacion de genes de defensa relacionados con JA 'y ET, lo
cual mejoro la resistencia de las plantas a patogenos necrotréficos. La activacion de estas
rutas de sefalizacion es crucial para la respuesta de las plantas contra patdgenos
necrotréficos, ya que el acido jasmonico y el etileno juegan roles fundamentales en la defensa

contra estos patdgenos. Ademas, nuestro estudio muestra que la induccion de ISR no solo
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incrementa la resistencia local en el sitio de infeccion, sino que también proporciona una
resistencia sistémica en partes no infectadas de la planta, esto ha sido documentado en
trabajos de Pieterse et al. (2014), quienes describen cémo las sefiales derivadas de la
interaccion planta-rizobacteria pueden movilizarse a través del sistema vascular de la planta
para inducir respuestas defensivas en tejidos distantes. La simbiosis de los HMA nativos con
la rizobacteria Enterobacter sp DBA51 mejoro la resistencia contra el patégeno necrotroéfico,
lo que se reflejo en una reduccion de la incidencia de enfermedades foliares, resultados
similares han sido reportados por Zhang et al. (2021), quienes encontraron que la inoculacion
de con micorrizas y rizobacterias mejord la resistencia de las plantas de tomate al patégeno
Fusarium oxysporum, en su estudio la simbiosis con estos microorganismos activo la
produccion de compuestos fenolicos y la expresion de genes relacionados con la defensa, lo
que contribuy0 a una respuesta mas rapida a la infeccion. En este sentido la expresion de
genes juega un papel fundamental como herramienta para evaluar respuestas de las plantas a
estimulos bidticos y abioticos, en el presente estudio, se confirmaron genes implicados en la
defensa de las plantas, como AOC, PR1, SOD, ACCO, ERPI1 y PtoR1 estos estan

representados en las figuras 25 y 26 resultados de la expresion de genes en gel agarosa.

En respuesta a la infeccion del patdgeno necrotrofo, estos genes no solo son
marcadores clasicos de la activacion del sistema de defensa, sino que también desempefian
roles especificos en la activacion de respuestas inmunes (especies reactivas de oxigeno) y en

la tolerancia al estrés.

La comprension de como estos genes son modulados y coordinados bajo diferentes
condiciones ambientales y de manejo agrondmico es crucial para mejorar la resistencia de
las plantas a enfermedades. Este analisis no solo profundiza en los mecanismos moleculares
subyacentes a la resistencia sistémica inducida (ISR), sino que también abre nuevas
perspectivas para el desarrollo de estrategias de manejo integrado de plagas y enfermedades
en la agricultura moderna. Resultados obtenidos son consistentes con investigaciones previas
que han explorado los mecanismos moleculares de la resistencia sistémica inducida (ISR)
como lo reportado de Pieterse et al. (2014) donde han documentado cémo la colonizacién de
raices por microorganismos beneficiosos puede activar respuestas de defensa en toda la

planta mediante la induccién de genes como PR1, resultados expresados en la figura 29 donde
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se muestra la induccién de este gen en los diferentes tratamientos, que se induce después de
la infeccion del patdgeno, lo reportado por (Beatrice et al., 2017) describen que la familia de
PR se han utilizado como genes marcadores de resistencia sistémica inducida en muchas
especies de plantas, ademas de ser candidatos para la activacion del sistema inmune de las
plantas. Por otro lado, el gen SOD que se muestra en la figura 33 la expresion de los diferentes
tratamientos, que protege las células del estrés, es expresado en la primera linea de defensa
contra las especies reactivas de oxigeno (ROS), reportes por (Asada, 2006). La extension del
estrés oxidativo en una célula se determina por la cantidad de superéxido, H20: y radicales
hidroxilos, por lo que es importante el balance de las actividades de SOD, AP y CAT es para
suprimir los niveles toxicos de ERO en las células. Otro gen dependiente del etileno es
ERPI1, que esta implicado en las respuestas defensivas de las plantas, particularmente en la
via de sefalizacion del etileno que aumenta significativamente cuando las plantas estan bajo
ataque de patogenos, especialmente aquellos que causan dafio a los tejidos, lo reportado por
(Broekaert et al., 2006) menciona que este gen codifica para una proteina en respuesta a
etileno (rio abajo), y esta relacionada con otras vias de defensa mediadas por el ASy el AJ
(Broekaert et al., 2006).

Estudios como el de VVan Wees et al. (2008) han demostrado que la sefializacién del
acido jasmonico y el etileno, implicados en la activacion de genes como AOC que se muestra
en la figura 28 su expresion en los diferentes tratamientos, por estrés bidtico y la infeccidn
del patogeno, aumenta la produccion de acido jasmoénico, que a su vez activa una serie de
respuestas defensivas en la planta, esto confirma datos obtenidos de la resistencia sistémica
inducida que activo la ruta del acido jasmonico que actia como una sefial al desencadenar la
expresion de genes de defensa, incluyendo aquellos que codifican proteinas antimicrobianas
y enzimas degradadoras de las paredes celulares de los patdgenos, estos resultados
concuerdan con lo reportado por Wasternack y Hause (2013), su trabajo reporta cémo la
biosintesis de acido jasmonico y su sefializacion son cruciales en la respuesta de las plantas
a diferentes tipos de estrés bidtico y abiotico. Dentro de la misma ruta que se activa participa
la hormona del etileno que participa en las vias de sefializacion de genes de defensa y la
produccion de compuestos antimicrobianos, también tiene un papel importante en la
regulacién de la respuesta hipersensible (HR), que es la muerte celular programada en el sitio

de infeccion para limitar la propagacién del patdgeno, esta hormona es regulada por el gen
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ACCO su expresion relativa se muestra en la figura 31, que participa en su biosintesis, la
induccion de este gen resulta en un incremento en la produccion de etileno, que desempefia
varias funciones defensivas, un estudio que explora el papel del etileno en la respuesta de las
plantas a patdgenos es el de Broekaert et al. (2006) este trabajo revisa como la biosintesis y
sefializacion del etileno estdn implicadas en las respuestas de defensa de las plantas.

La interpretacion del patégeno con la planta y el elicitor de la RSI dieron como
resultado la expresion del gen PtoR1 que estad asociado con la resistencia de plantas a
patdgenos, especialmente en plantas de tomate que es lo que reportan en este trabajo de
(Mysore et al., 2003) donde el gen (Pto), codifica la proteina quinasa de serina/treonina que
induce resistencia en tomate contra cepas de Pseudomonas syringae pv. tomato, la expresion
de este gen activa la defensa y resistencia contra distintos patdgenos bacterianos y fungicos
Este gen codifica una proteina receptora de tipo quinasa, que juega un papel crucial en la
defensa de las plantas contra patogenos, particularmente aquellos que son bacterianos, como

Pseudomonas syringae.

La expresion coordinada de genes como ERPI1 y PtoR1 también sugiere la
activacion de respuestas especificas de resistencia, que pueden estar relacionadas con la
percepcion y la respuesta inmune de las plantas a patdgenos necrotroficos. Esta respuesta
coordinada de multiples genes de defensa subraya la complejidad y la eficacia de la
resistencia sistémica inducida como estrategia de proteccion de las plantas. En conjunto,
estos resultados no solo amplian nuestro entendimiento sobre cémo los microorganismos
beneficiosos pueden mejorar la resistencia de las plantas a enfermedades, sino que también
destacan el potencial de estas estrategias para mejorar la sostenibilidad agricola al reducir la
dependencia de pesticidas sintéticos. La aplicacion practica de la ISR basada en la induccién
de genes de defensa podria ofrecer beneficios significativos en términos de manejo integrado
de enfermedades y produccion agricola sostenible. Es necesario mencionar que hay limitados
estudios en la literatura donde reportan las interacciones por la complejidad del pato sistema.
Finalmente, el empleo de un fertilizante micro-encapsulado de MKP en combinacion con los
microorganismos benéficos pueden sugerirse como una alternativa viable para la agricultura

sustentable en cuestiones de nutricion y proteccion vegetal.

130



V1. CONCLUSIONES

En el presente los resultados de la comparacion del fertilizante micro-encapsulado
MKP en comparacion con un fertilizante comercial de MKP, los tratamientos en
combinacion con HMA nativo y PGPR Enterobacter sp. DBASL, indicaron que los
tratamientos con el fertilizante micro-encapsulado MKP presentaron valores mas altos de
fésforo en area foliar en comparacion con los tratamientos con el fertilizante comercial MKP.
Debido a la sinergia entre la liberacion controlada del nutriente que asegura un suministro
continuo y la capacidad para movilizar y solubilizar el foésforo en el suelo por los
microorganismos se asegura que siempre exista este intercambio con la planta. Para el caso
del fertilizante comercial no hay tanta disponibilidad por la pérdida de lixiviacion que reduce
el fosforo disponible.

Los resultados obtenidos demuestran que la inoculacion en las plantas de tomate
con los hongos micorricicos arbusculares y la rizobacteria mejora significativamente la
asimilacion del fosforo en los tratamientos del fertilizante micro-encapsulado MKP
combinado con los microorganismos benéficos, la mejora de asimilacion de nutrientes
promovid el crecimiento mas vigoroso teniendo como resultados un incremento en el

diametro del tallo y la altura de la planta.

Al mismo tiempo que se mejord la salud nutricional, se activaron mecanismos de
defensa inducidos por los microorganismos que expresaron genes de defensa en respuesta a
la infeccion del patégeno, la induccién de los genes de resistencia en las diferentes
combinaciones de tratamientos fue significativa, cada gen es conocido por su papel en las
respuestas inmunes de las plantas y fueron especificos para distintos tipos de respuestas

defensivas.

Estos resultados indican que los hongos micorricicos arbusculares aislado nativo y
la rizobacteria Enterobacter sp. DBA51, no solo promueven el crecimiento, sino que también
preparan las defensas de las plantas contra infecciones futuras al activar vias de sefializacion

de defensa especificas, estos hallazgos subrayan el potencial del uso de microorganismos

1



benéficos como una estrategia sostenible para mejorar la resistencia de las plantas a
patdgenos necrotroficos, reduciendo el uso de productos quimicos y promoviendo practicas
agricolas mas ecoldgicas.
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Anexo 1. Solucion Hoagland

Macronutrientes
NH4H2PO4 115 g/l
KNOs3 101 g/l
Ca(NOs),4H.0 236 g/l
MgSO4 7H,0O 246.5 g/l
Micronutrientes

HsBO3 2.86 g/l
MnCl; 4H20 1.81 g/l
ZnS0O4 7H0 0.22 g/l
CuS045H20 0.08 g/l
Na;MoO4 2H,0 0.12 g/l
Iron

Iron stock 0.25 ml

. ANEXOS

Anexo 2. Anova altura de la planta

Analisis de la wvarianza

Variakbkle M B=
Bltura 20 O.50

R= AJ
Q.45

N
53

=

Conadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.W. SC gl CH F p—valor
Modelo 1227.01 g 153.38% 10.11 <0.0001
Tratamientos 1227.01 5 153.38 10.11 <0.0001
Error 1225.12 B1 15.17
Total Z2456.13 8§59
Test: Tuokey Alfa=0.05 DMS=5.55238
Error: 15.1743 gl:r 81
Tratamientos Medias n E.E.

FE 49 .47 10 1.23 A

MEF + R 48.63 10 1.23 & B

FE + HM=» 45.66 10 1.23 4 B -

Comtcrol 44 .33 10 1.23 A B L D

MEP + HMA + R 43 .15 10 1.23 B L D E

MEP 42.83 10 1.23 L D E

FE + R 4l1.496 10 1.23 - D E

FE + HMA + R F39.25 10 1.23 D E

MEF + HMA 37.78 10 1.23 E

Medias conr una letra comin no son significativaments difersntes (p > 0.05)
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Anexo 3. Tabla de comparaciones de altura de la planta

HMA Medias | n E. E.

sin 45,79 |50 | 4.74637377 | A

con 41.46 | 40| 4.98622101 B
Rizobacteria Medias | n E. E.

sin 44,12 |50 | 5.4764956 |A

con 43.12 |40 | 4.84447646 | A

FE Medias | n E. E.

sin 43.96 |40 | 5.26938934 | A

con 43.29 |50 5.16955279 | A
MKP Medias | n E. E.

sin 43.88 | 60| 4.77758197 | A

con 43.19 |30 6.34984164 | A
HMA - R Medias | n E.E.

sin sin 46.53 | 30| 4.64282122 | A

sin con 45.05 | 20| 3.9640888 |A

con sin 41.72 | 20| 4.64282122 B
con con 41.2 | 20| 3.48087969 B
HMA - FE Medias | n E.E.

sin sin 46.11 | 30| 4.23166503 | A

sin con 45.47 | 20| 4.88406593 |A|B
con con 42.46 |20 | 4.35929754 B|C
con sin 40.47 | 20| 5.36108898 C
HMA - MKP Medias | n E.E.

sin con 48.63 | 10| 3.2261587 |A

sin sin 44.84 | 40| 4.2911071 B
con sin 42.46 | 20| 4.3592975 B|C
con con 40.47 | 20| 5.361089 C
R-FE Medias | n E.E.

sin con 47.57 | 20| 2.97365096 | A

con sin 45.89 | 20| 4.8957022 |A

sin sin 40.68 | 30| 4.64282122 B
con con 40.36 | 20| 2.7672143 B

R - MKP Medias | n E. E.

sin sin 46.24 | 40| 4.53588785 | A

con con 45.89 | 20| 4.8957022 |A

con sin 40.36 | 20| 2.7672143 B
sin con 37.78 |10 | 3.22615871 B
FE - MKP Medias | n E. E.
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con con sd 0 0lA

con sin 43.96 |40 | 5.14629964 B

sin sin 43.58 |10 | 2.48034272 B

sin con 43.19 |40 | 5.73290884 B

HMA -R-FE Medias | n E. E.

sin sin con 49.47 10| 4.88406593 | A

sin con sin 48.63 |10 | 4.36280873|A|B

con sin con 45.66 | 10| 2.74342851|A|B|C

sin sin sin 43.58 | 20| 2.97365096 B|C|D

con con sin 43.15 | 10| 3.72645945 C|D

sin con con 41.46 | 10| 1.17135927 C|D|E
con con con 39.25 | 10| 3.15222144 D|E
con sin sin 37.78 |10 | 5.40162938 E
HMA - R -MKP Medias | n E. E.

sin sin con sd 0 0lA

sin con con 48.63 | 10| 4.36280873 B

sin sin sin 46.53 | 30| 4.64282122 B|C

con sin sin 45.66 |10 | 2.74342851 B|C|D

con con con 43.15 | 10| 3.72645945 C|ID|E
sin con sin 41.46 | 10| 1.17135927 D|IE|F
con con sin 39.25 | 10| 3.15222144 EIF
con sin con 37.78 | 10| 5.40162938 F
HMA - FE -MKP Medias | n E.E.

sin con con sd 0 0|A

con sin sin sd 0 0 B

con con con sd 0 0 C

sin sin con 48.63 | 20| 3.22615871 D

sin con sin 45.47 | 20| 5.42542856 D|E
sin sin sin 43.58 | 10| 2.48034272 EF
con con sin 42.46 | 20| 4.35929754 EIF
con sin con 40.47 | 20| 5.40162938 F
R- FE -MKP Medias | n E. E.

sin con con sd 0 0lA

con sin sin sd 0 0 B

con con con sd 0 0 C

sin con sin 4757 | 20| 4.88406593 D

con sin con 45.89 [20| 4.8957022 D|E
sin sin sin 43.58 | 20| 2.48034272 E|lF
con con sin 40.36 [20| 2.7672143 F
sin sin con 37.78 | 10| 3.22615871
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HMA - R - FE -

MKP Medias | n E.E.

con sin sin sin sd 0 0

sin con con con sd 0 0

sin con sin sin sd 0 0

sin sin con con sd 0 0

sin sin sin con sd 10| 3.22615871

con con sin sin sd 0 0

con sin con con sd 0 0

Con con con con sd 0 0

sin sin con sin 49.47 |10 | 4.88406593

sin con sin con 48.63 |10 | 4.36280873

con sin con sin 45.66 | 10| 2.74342851 K

sin sin sin sin 43.58 |10 | 2.48034272 KIL
con con sin con 43.15 | 10| 3.72645945 KL
sin con con sin 41.46 | 10| 1.71359272 K|L|M
con con con sin 39.25 | 10| 3.13222144 LM
con sin sin con 37.78 | 10| 5.40162938 M

Anexo 4. Anova sinergia FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.79504
Error: 16.2166 gl: 72

FE Medias n E.E.

con 43.96 40 0.6d A

sin 43.10 40 0.64 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 5. Anova sinergia HMA - FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=3.34924
Error: 16.2166 gl: 72

HMA FE Medias n
sin sin 45.73 20
sin con 45.47 20
con con 42.46 20 B
con sin 40.47 20 0.90 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 6. Anova sinergia Rizobacteria DBA51 — FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=3.34924

Error: 16.2166 gl: 72

Rizobacteria FE Medias n E.E.

sin con 47.57 20 0.90 A
con sin 45.89 20 0.90 A
con con 40.36 20 0.90 B
sin sin 40.31 20 0.90 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes

(p > 0.05)

Anexo 7. Anova sinergia HMA — Rizobacteria DBA51 — FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=5.62214

Error: 16.2166 gl: 72

HMA Rizcobacteria FE Medias n E.E.

s3in sin con 49.47 10 1.27 A

sin con sin 48.63 10 1.27 A B

con sin con 45.66 10 1.27T A B C
con con sin 43.15 10 1.27 B C D
sin sin sin 42.83 10 1.27 C D
3in con con 41.46 10 1.27 C D
con con con 39.25 10 1.27 D
con sin gin 37.78 10 1.27 D

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 8. Anova sinergia MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.85391

Error:

MEKP Medias n

16.2166 gl:
E.E.

72

sin
con

43.73 50 0.57 A
43.19 30 0.74

A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 9. Anova sinergia HMA — MKP

Test:Tukey Alfa=0

.05 DMS=3.61759

Error: 16.2166 gl: 72

HMA MEKP Medias n E.E.

sin con 48.63 10 1.27 A

sin sin 44.59 30 0.74 B
con sin 42.46 20 0.90 B C
con con 40.47 20 0.90 C

Medias con una letra

comiin no son significativamente diferentes

(p > 0.05)
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Anexo 10. Anova sinergia Rizobacteria DBA51 — MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=3.61759
Error: 16.2166 gl: 72

Rizobacteria MKP Medias n E.E.

sin sin 45.99 30 0.74 A
con con 45.89 20 0.90 A
con sin 40.36 20 0.90 B
3in con 37.78 10 1.27 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 11. Anova sinergia HMA — Rizobacteria DBA51 - FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=5.26395

Error: 16.2166 gl: 72

HMA Rizobacteria MKP Medias n E.E.

sin =in con ad 0O ad A

sin con con 48.63 10 1.27 B

sin sin sin 46.15 20 0.90 B C

con sgin sin 45.66 10 1.27 B C

con con con 43.15 10 1.27 C D
sin con sin 41.46 10 1.27 C D E
con con sin 39.25 10 1.27 D E
con sin con 37.78 10 1.27 E

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 12. Anova diametro del tallo

Analisis de la wvarianza

Variable

N

B=

Bz

|

CW

Diametro del tallo 90

0.36

0.30 9.74

Cuadro de Analisis de

la Varianza

(8C tipo

F.WV. sSC gl CM F p—valor
Modelo le.926 8 2.12 5.70 <«<0.0001
Tratamientos 16.%2& 8 2.12 5.70 <0.0001
Error 30.1e 81 0.37
Total 47 .12 89

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.86974

Error: 0.3723 gl: &1

Tratamientos Medias n E.F.
FE + Rizo 7.05 10 0.19 2
MEP + Rizo .61 10 0.19 2 B
FE + HMZA c.61 10 0.19 2 B
FE €.43 10 0.19 2 B
MEP .13 10 0.19% B C
MKEP + HMA + Rizo .13 10 0.1%9 B [
FE + HMZA + Rizo €.10 10 0.19 B c
Control 5.79 10 0.19% B C
MEP + HMZM 5.54 10 0.19 C

Medias

con una letra

COImIIn

no son

IIT)

significativamente diferentes

(o > 0.05)
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Anexo 13. Tabla de comparaciones de diametro del tallo

HMA Medias n |E.E.

sin 6.5125 50 | 0.7598658 | A
con 6.095 40 | 0.6355903 B
Rizobacteria Medias n |E.E.

con 6.4725 40 | 1.2343777| A
sin 6.135 50 | 0.6669377 B
FE Medias n |E.E.

con 6.5475 40 | 0.7752379| A
sin 6.06 50 | 0.6065837 B
MKP Medias n |E.E.

sin 6.43 60 | 0.8093825|A
con 6.0933333| 30 | 0.6150152 B
HMA -R Medias n |E.E.

sin - con 6.83 20 | 1.6269973 | A
sin - sin 6.195 30 | 0.6218699 B
con - con 6.115 20 | 0.5160184 B
con -sin 6.075 20 | 0.0588982 B
HMA - FE Medias n |E.E.

sin - con 6.74 20 | 0.8662563 | A
con - con 6.355 20 10.6143899 A
sin - sin 6.285 30 | 0.5788974|A|B
con - sin 5.835 20 | 0.5433921 B
HMA - MKP Medias n |E.E.

sin - con 6.61 10 | 0.4428318 | A
sin - sin 6.48 40 | 0.8068109| A
con - sin 6.355 20 | 0.6143899|A|B
con - con 5.835 20 | 0.5433921 B
R-FE Medias n |E.E.

con - con 6.575 20 10.8437269 | A
sin - con 6.52 20 | 0.6989993 | A
con - sin 6.37 20 | 0.5891519| A
sin - sin 5.75 30 | 0.8655185 B
R- MKP Medias n |E.E.

con - sin 6.575 20 | 0.8437269| A
con - con 6.37 20 | 0.5891519 | A
sin - sin 6.3333333 | 40 | 0.6433938|A
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sin - con 5.54 10 | 0.4428318 B

FE - MKP Medias n |E.E.

con - con sd 0 0lA

con - sin 6.5475 40 | 0.7752379 B

sin - con 6.0933333 | 30 | 0.6475252 C

sin - sin 5.96 20 | 0.3806573 C
HMA - R - FE Medias n |E.E.

sin - con - con 7.05 10 | 0.8333667| A

con - sin - con 6.61 10 | 0.5889822|A|B

sin - con - sin 6.61 10 0.57|A|B

sin - sin - con 6.43 10 | 0.7836453| A |B

con - con - sin 6.13 10 | 0.5040833 B|C

con - con - con 6.1 10 | 0.5272571 B|C

sin - sin - sin 5.96 20 | 0.4465423 B|C

con - sin - sin 5.54 10 | 0.4029888 C
HMA - R - MKP Medias n |E.E.

sin - sin - con sd 0 0lA

sin - con - sin 7.05 10 | 0.8333667 B

con - sin - sin 6.61 10 | 0.5889822 B|C

sin - con - con 6.61 10 0.57 B|C

sin - sin - sin 6.195 30 |0.4795368 C|D
con - con- con 6.13 10 | 0.5040833 C|D
con - con - sin 6.1 10 | 0.5272571 C|D
con - sin - con 5.54 10 | 0.4029888 D
HMA - FE - MKP Medias n |E.E.

sin - con - con sd 0 0lA

con - sin - sin sd 0 0 B

con - con - con sd 0 0 C

sin - con - sin 6.74 20 | 0.8662563 D
sin - sin - con 6.61 10 | 0.7836453 D
con - con - sin 6.355 20 | 0.6143899 D|E
sin - sin - sin 5.96 20 | 0.3806573 E
con - sin - con 5.835 20 | 0.5433921 E
R- FE - MKP Medias n |E.E.

sin - con - con sd 0 0lA

con - sin - sin sd 0 0 B

con - con - con sd 0 0 C

con - con - sin 6.575 20 | 0.8437269 D
sin - con - sin 6.52 20 | 0.7836453 D|E
con - sin - con 6.37 20 | 0.5891519 D|E
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sin -sin - sin 5.96 20 | 0.3806573 EIF
sin - sin - con 5.54 10 | 0.4428318 F
HMA - R - FE -
MKP Medias n |E.E.
con - sin - sin - sin sd 0 0lA
sin - con - con - con sd 0 0 B
sin - con - sin - sin sd 0 0 C
sin - sin - con - con sd 0 0 D
sin - sin - sin - con sd 0 0 E
con - con - sin - sin sd 0 0 F
con - sin - con - con sd 0 0 G
con - con - con -con sd 0 0 H
sin - con - con - sin 7.05 10 |0.8333667 I
con - sin - con - sin 6.61 10 | 0.5889822 I |J
sin - con - sin - con 6.61 10 0.57 I ]J
sin - sin - con - sin 6.43 10 | 0.7836453 I |J
con - con - sin - con 6.13 10 | 0.5040833 J K
con - con - con - sin 6.1 10 | 0.5272571 J |K
sin - sin - sin - sin 5.96 20 | 0.3806573 J K
con - sin - sin -con 5.54 10 |0.4029888 K
Anexo 14. Anova sinergia FE
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.28148
Error: 0.3988 gl: 72
FE Medias n E.E.
con 6.55 40 0.10 A
sin  6.10 40 0.10 B
Medias con una letra comiin neo son significativamente difersntes (p > 0.03)

Anexo 15. Anova sinergia HMA - FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.52519
Error: 0.3888 gl: 72

HMA FE Medias n E.E.

sin con €.74 20 0.14 A

sin sin €.37 20 0.14 A

con con 6.36 20 0.14 A B

con sin 5.84 20 0.14 B

Msdias con una letra comun neo son significativamente diferentes (p > 0.05)




Anexo 16. Anova sinergia Rizobacteria DBA51 — FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMsS=0.52519
Error: 0.3886 gl: 72
Rizobacteria FE Medias n E.E.

con con 6.58 20 0.14 A
sin con 6.52 20 0.14 A
con s5in 6.37 20 0.14 A
sin sin  5.84 20 0.14 B

Medias con una lIetra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 17. Anova sinergia HMA — Rizobacteria DBA51 — FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.88160
Error: (0.3988 gl: 72

HMA Rizobacteria FE Medias n E.E.

sin con con 7.05 10 0.20 A

con sin con 6.61 10 0.20 A B

sin con sin €.61 10 0.20 A B

sin sin con €.43 10 0.20 A B

con con sin €.13 10 0.20 BE C

sin sin sin €.13 10 0.20 BE C

con con con 6.10 10 0.20 B C

con sin s5in 5.54 10 0.20 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 18. Anova sinergia MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.29071
Error: 0.3888 gl: 72

MKP Medias n E.E.

5in  6.46 50 0.09 A

con €.09 30 0.12 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 19. Anova sinergia HMA - MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.56727
Error: 0.3988 gl: 72

HMA MKP Medias n E.E.

sin con €.61 10 0.20 A
sin sin €.54 30 0.12 A
con sin  €.36 20 0.14 2 B
con con 5.84 20 0.14 B

Medias con una Iestra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 20. Anova sinergia Rizobacteria DBA51 — MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.56727
Error: 0.3988 gl: 72
Rizobacteria MKP Medias n E.E.

con sin €.58 20 0.14 A
sin sin €.39 30 0.12 A
con con 6.37 20 0.14 A
sin con 5.54 10 0.20 B

Medias con una Ietra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 21. Anova sinergia HMA — Rizobacteria DBA51 — MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.82543
Error: 0.35888 gl: 72
HMA Rizobacteria MKP Medias n E.E.

sin sin con sd 0 sd A

sin con sin 7.05 10 0.20 B

con sin sin €.61 10 0.20 B C

sin con con €.61 10 0.20 B C

sin sin sin €.28 20 0.14 BE C D

con con con €.13 10 0.20 C D

con con sin €.10 10 0.20 C D

con sin con 5.54 10 0.20 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 22. Anova peso foliar fresco

Analisis de la wvarian=za

Variable ™ Rz B2 AJ N
Peso fresco 90 0_.91 0.91 9.88

Cuadreo de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.W. SC gl CM E p—wvalor
Modelo 23615.17 B 2951.90 107.78 <0.0001
Tratamientos 23615.17 8 2951.90 107.78 <0.0001
Error 2218.54 81 27.329
Total 25833.71 B89

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=T7.45962
Error: 27.3894 gl: 81

Tratamientos Medias n E.E.

FE T5.72 10 1.5 A

FE + R T1l.e7 10 1.&e5 A B

FE + HMA + R &9.38 10 1.&5 A B

FE + HMA &e5.52 10 1.&5 B
Control 45 .58 10 1.&5 [
MEFP 40.24 10 1.&5 iz D
MKEKEP + R 38.12 10 1.&5 T
MEP + HMEA + R 3e.929 10 1.&5 D
MKF + HMA 33.62 10 1.65 D
Medias con una lestra comian noe scon significativamente diferentes (o > O0.05)
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Anexo 23. Tabla de comparaciones de peso foliar fresco

HMA Medias E.E.

sin 57.106 501 16.802985

con 51.37675 40| 16.978691 B

R Medias E.E.

sin 54.44325 50| 16.889838

con 54.0395 40| 16.948412

FE Medias E.E.

con 70.5745 40| 7.0661754

sin 37.90825 50| 5.8438515 B
MKP Medias E.E.

sin 65.042 60| 11.896891

con 36.240333 30| 4.7857221 B
HMA - R Medias E.E.

sin - sin 59.3175 30| 16.425744

sin - con 54.8945 20| 17.334569 B
con - con 53.1845 20| 16.509029 B|C
con - sin 49.569 20| 7.3190038 C
HMA - FE Medias E.E.

sin - con 73.6985 20| 6.8307696

con - con 67.4505 20| 5.8037492 B
sin - sin 40.5135 30| 4.4645979 C
con - sin 35.303 20| 5.1124858

HMA - MKP Medias E.E.

con - sin 67.4505 20| 5.8037492

sin - sin 63.436333 30| 14.475215

sin - con 38.115 20| 3.4864215 B
con - con 35.303 20| 5.1124858 B
R-FE Medias E.E.

sin - con 70.6225 20| 9.0524703

con - con 70.5265 20| 4.2320022

sin - sin 38.264 30| 6.4133467 B
con - sin 37.5525 20| 3.5979409 B

R - MKP Medias E.E.

con - sin 70.5265 20| 4.2320022

sin - sin 61.385667 30| 14.025639 B
con - con 37.5525 20| 3.5979409 C
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sin - con 33.616 20| 5.715535

FE - MKP Medias E.E.

con - con sd 0 0lA

con - sin 70.5745 40| 7.0661754 B

sin - sin 42.912 10| 2.859493

sin - con 36.240333 40| 4.7857221 D
HMA - R - FE Medias E.E.

sin - sin - con 75.723 10| 7.6352093 | A

sin - con - con 71.674 10| 5.1793054 |A | B

con - con - con 69.379 10| 2.5220962 | A |B

con - sin - con 65.522 10| 7.3190004 B

sin - sin - sin 42.912 20| 4.0872357

sin - con - sin 38.115 10| 3.3235681 D
con - con - sin 36.99 10| 3.7698064 D
con - sin - sin 33.616 10| 5.6896084 D
HMA - R - MKP Medias E.E.

sin - sin - con 0 0|A

sin - con - sin 71.674 10| 5.1793054 B

con - con - sin 69.379 10| 2.5220962 B

con - sin - sin 65.522 10| 7.3190038 B

sin - sin - sin 59.3175 30| 16.136501

sin - con - con 38.115 10| 3.3235681 D
con - con - con 36.99 10| 3.7698064 D
con - sin - con 33.616 10| 5.6896084 D
HMA - FE - MKP | Medias E.E.

sin - con - con 0 0lA

con - sin - sin 0 0 B

con - con - con 0 0

sin - con - sin 73.6985 20| 6.8307696 D
con - con - sin 67.4505 20| 5.8037492

sin - sin - sin 42.912 20| 2.859493

sin - sin - con 38.115 10| 3.3162998

con - sin - con 35.303 20| 5.1124858

R - FE - MKP Medias E.E.

sin - con - con 0 0lA

con - sin - sin 0 0 B

con - con - con 0 0

sin - con - sin 70.6225 20| 9.0524703 D
con - con - sin 70.5265 20| 4.2320022 D
sin - sin - sin 42.912 10| 2.859493
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con - sin - con 37.5525 20| 3.5979409 F

sin - sin - con 33.616 20| 5.715535 F

HMA - R - FE -

MKP Medias n E.E.

con - sin - sin - sin 0 0lA

sin - con - con - con 0 0 B

sin - con - sin - sin 0 0 C

sin - sin - con - con 0 0 D

sin - sin - sin - con 0 0 E

con - con - con - con 0 0 F

con - con - sin - sin 0 0 G

con - sin - con - con 0 0 H

sin - sin - con - sin 75.723 10| 7.6352093 |

sin - con - con - sin 71.674 10| 5.1793054 |

con - con - con - sin 69.379 10| 2.5220962 |

con - sin - con - sin 65.522 10| 2.859493

sin - sin - sin - sin 42.912 20| 3.5979409 K
sin - con - sin - con 38.115 10| 3.3235681 K|L
con - con - sin - con 36.99 10| 3.7698064 K|L
con - sin - sin - con 33.616 10| 5.6896084 L

Anexo 24. Anova peso foliar seco

Analisis de la wvarianza

Variable N Rz Rz AT cwv
paesc seco 90 0.73 0.71 9.62

Cuadroe de Analisis de la Varianza (SC tipo IIT)

F.V. sSC gl CM F p—valor
Modelo 1401 .43 g 175.18 27.89 <0.0001
Tratamientos 1401.43 8 175.18 27.89 <0.0001
Error 508.82 81 &.28
Total 19210.25 89

Test: Tukey Alfa=0.05
Frror: 6©.2817 gl: &1

Tratamientos

Medias

DMsS=3.57244

n E.E.

FE 33.88 10 0.79 A
iy

FE + HMA 30.328 10 0.79 B

FE + R 28.12 10 0.79 B C
FE + HMA + R 27.10 10 0.79 B C
Control 25.31 10 0.79 C

MKP 23.12 10 0.79
MKFP + HMZA 22.73 10 0.79
MEKF + R 22.66 10 0.79
MKF + HMA + R 21.26 10 0.79

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

ogooog
& EE
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Anexo 25. Tabla de comparaciones de peso foliar seco

HMA Medias n |E.E.

sin 27.220375| 50 |4.7183018

con 25.36875 | 40 | 4.3656742 B

R Medias n |E.E.

sin 27.804125| 50 | 5.3182823

con 24.785 | 40 | 3.0754146 B
FE Medias n |E.E.

con 29.87275 | 40 | 4.1501355

sin 22.716375| 50 | 1.8048941 B
MKP Medias n |E.E.

sin 28.7415 | 60 | 4.5596288

con 22.216333 | 30 | 1.4765441 B
HMA -R Medias n |E.E.

sin - sin 29.05025 | 30 | 5.4212049

con - sin 26.558 | 20 | 5.1147264 B
sin - con 25.3905 | 20 | 3.008974 B|C
con - con 24.1795 | 20 | 3.0214508 C
HMA - FE Medias n |E.E.

sin - con 31.003 | 20 | 4.3995319

con - con 28.7425 | 20 | 3.5406834 B
sin - sin 23.43775 | 30 | 1.6884686 C
con - sin 21.995 | 20 | 5.1147264 C
HMA - MKP Medias n [E.E.

con - sin 28.7425 | 20 | 3.5406834

sin - sin 28.740833 | 30 | 4.5697283

sin - con 22.659 | 20 | 1.0690626 B
con - con 21.995 | 20 | 0.8722293 B
R-FE Medias n [E.E.

sin - con 32.133 | 20 | 4.7596324

con - con 27.6125 | 20 | 1.2552644 B
sin - sin 23.47525 | 30 | 1.7289109 C
con - sin 21.9575 | 20 | 1.1623892 C
R - MKP Medias n [E.E.

sin - sin 29.494167 | 40 | 5.1208036

con - sin 27.6125 | 20 | 1.2552644

sin - con 22.734 | 10 | 1.1055406 B
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con - con 21.9575 | 20 | 0.9784217 B

FE - MKP Medias n |E.E.

con - con sd 0 0

con - sin 29.87275 | 40 | 3.069956 B

sin - sin 24.2165 | 10 | 1.5334344

sin - con 22.216333 | 40 | 1.4765441 D
HMA - R - FE Medias n |E.E.

sin - sin - con 33.884 10 | 4.4590452

con - sin - con 30.382 | 10 | 4.392393 B

sin - con - con 28.122 | 10 | 1.4927679 B

con - con - con 27.103 10 | 0.6354849 B

sin - sin - sin 24.2165 | 20 | 1.7289109 D
con - sin - sin 22.734 10 | 1.944681 D
sin - con - sin 22.659 | 10 | 0.9784217 D
con - con - sin 21.256 | 10 | 0.8722293 D
HMA - R - MKP Medias n |E.E.

sin - sin - con sd 0 0

con - sin - sin 30.382 | 10 | 4.392393 B

sin - sin - sin 29.05025 | 30 | 5.4298032 B

sin - con - sin 28.122 | 10 | 1.4927679 B

con - con - sin 27.103 10 | 0.6354849

con - sin - con 22.734 10 | 1.944681 D
sin - con - con 22.659 10 | 0.9784217 D
con - con - con 21.256 10 | 0.8722293 D
HMA - FE - MKP Medias n |E.E.

sin - con - con sd 0 0

con - sin - sin sd 0 0 B

con - con - con sd 0 0

con - sin - con 31.003 20 | 1.944681 D
con - con - sin 28.7425 | 20 | 3.5406834 D
sin - sin - sin 24.2165 | 20 | 1.5334344 E
sin - sin - con 22.659 | 10 | 1.1055406 E
con - sin - con 21.995 20 | 1.6785127 E
R - FE - MKP Medias n [E.E.

sin - con - con sd 0 0

con - sin - sin sd 0 0 B

con - con - con sd 0 0

sin - con - sin 32.133 | 20 | 4.4590452 D
con - con - sin 27.6125 | 20 | 1.2552644 E
sin - sin - sin 24.2165 | 20 | 1.5334344
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sin - sin - con 22.734 10 | 1.1055406 F

con - sin - con 21.9575 | 20 | 1.1623892 F

HMA - R - FE -

MKP Medias n |E.E.

con - sin - sin - sin sd 0 0lA

sin - con - con - con sd 0 0 B

sin - con - sin - sin sd 0 0 C

sin - sin - con - con sd 0 0 D

sin - sin - sin - con sd 0 0 E

con - con - con - con sd 0 0 F

con - con - sin - sin sd 0 0

con - sin - con - con sd 0 0

sin - sin - con - sin 33.884 10 | 4.4590452

con - sin - con - sin 30.382 | 10 | 4.392393

sin - con - con - sin 28.122 10 | 1.4927679

con - con - con - sin 27.103 | 10 | 0.6354849

sin -sin - sin - sin 24.2165 | 10 | 1.5334344 L
con - sin - sin - con 22.734 | 20 | 1.6785127 L
sin - con - sin - con 22.659 | 10 | 0.9784217 L
con - con - sin - con 21.256 10 | 0.8722293 L

Anexo 26. Anova sinergia FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.15727
Error: 6.7403 gl: 72

FE Medias n E.E.

con 29.87 40 0.41 R

sin 22.44 40 0.41 B

Mzdias con una lstra comin no son significativamente diferentes (p > 0.03)

Anexo 27. Anova sinergia HMA - FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.15927
Error: 6.7403 gl: 72

HME FE Medias n E.E.

sin con 31.00 20 0.58 &

con con 28.74 20 0.58 B

sin sin 22.89 20 0.58 C
con sin 22.00 20 0.58 C

Medias con una letra comin ne son significativamente diferesntes (p > 0.05)




Anexo 28. Anova sinergia Rizobacteria DBA51 — FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.15927
Error: 6.7403 gl: 72

Rizobacteria FE Medias n E.E.

5in con 32.13 20 0.58 &

con con 27.61 20 0.58 B

sin sin 22.93 20 0.58 C

con sin 21.%6 20 0.58 C

Msdias con una lstra comin ne seon significativamentes difersntes (p > 0.05)

Anexo 29. Anova sinergia HMA — Rizobacteria DBA51 - FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=3.62462
Error: 6.7403 gl: 72

HMA Rizobacteria FE Medias n E.E.
i .82 o

sin sin con 33.88 10 0

con sin con 30.358 10 0.82 2 B
sin con con 28.12 10 0.82 B
con con con 27.10 10 0.82 B
sin sin sin 23.12 10 0.82 C
con sin sin 22.73 10 0.82 C
sin con sin 22.66 10 0.82 C
con con sin 21.26 10 0.82 C

Msdias con una letra comin no son significativamente difersntes (p > 0.05)

Anexo 30. Anova sinergia MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.19522
Error: 6.7403 gl: 72

MKP Medias n E.ER.

sin 28.52 50 0.37 &

con 22.22 30 0.47 B

Medias con una letra comin no sen significativamente difersntes (p » 0.05)

Anexo 31. Anova sinergia HMA - MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.33228
Error: 6.7403 gl: 72

HMA MKP Medias n E.E.

con sin 28.74 20 0.58 R

sin sin 28.38 30 0.47 n

sin con 22.66 10 0.82 B

con con 22.00 20 0.58 B

Medias con una letra comin ne son significativamente difersntes (p > 0.03)
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Anexo 32. Anova sinergia Rizobacteria DBA51 -MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.33228

Error: 6.7403 gl: 72

Rizobacteria MKP Medias n E.E.

sin sin 29.13 30 0.47 B
con sin 27.61 20 0.58 B
sin con 22.73 10 0.82 B
con con 21.96 20 0.58 B

Medias con una letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 33. Anova HMA - Rizobacteria DBA51 — MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DM5=3.39370

Error: 6.7403 gl: 72

HMA Rizobacteria MKP Medias n E.E.

sin sin con sd 0 sd B

con sin sin 30.38 10 0.82 B
sin sin sin 28.50 20 0.58 B
sin con sin 28.12 10 0.82 B
con con sin 27.10 10 0.82 B
con sin con 22.73 10 0.82 o
sin con con 22.66 10 0.82 o
con con con 21.2¢ 10 0.82 C

Msdias con una letra comin no

Anexo 34. Anova peso fresco raiz

gon

Analisis de la wvarian=za

Variable ™

r=

significativamente difsrentes (p > 0.05)

r=2

A

CW

peso fresco raiz 63 0.77

0.73 18.51

Cuadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.V. sSC gl CM F p—valor
Modelo 1595.68 8 199.46 22.23 <0.0001
Tratamientos 1595.68 8 199.46 22.23 <0.0001
Error 424 .57 54 g2.97
Total 2080.25 &2

Test: Tukey Alfa=0.05
Error: 8.9735 gl: 54

DMsS=5.17309

Tratamientos Maedias n F.FE.

FE 28.59 7 1.13 A

Control 18.46 701.13 B

FE + HMA + R 17.79 7 1.13 B C

FE + R 15.79 7 1.13 B C
MKFP + R 14.78 7 1.13 B C D
MKFP 14.32 7 O1.13 B C D
MKP + HMA + R 13.12 7 O1.13 C D
FE + HMA 13.11 7 1.13 [ D
MKP 4+ HMA 9.71 7 1.13 D

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes

(o > 0.05)
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Anexo 35. Tabla de comparaciones peso fresco raiz

HMA Medias n |E.E.

sin 18.385714 | 35 | 6.0923068

con 13.4325 | 28 | 3.7774459 B
Rizobacteria Medias n |E.E.

sin 16.837714 | 35 | 7.158533

con 15.3675 | 28 | 3.0063167

FE Medias n |E.E.

con 18.818214 | 28 | 6.6696685

sin 14.077143 | 35 | 3.6792752 B
MKP Medias n |E.E.

sin 18.746857 | 35 | 6.0214264

con 12.981071 | 28 | 2.6440372 B
HMA -R Medias n |E.E.

sin - sin 20.455238 | 21 | 6.7264613

con - con 15.453571 | 14 | 3.0330621 B
sin - con 15.281429 | 14 | 2.9768844 B
con - sin 11.411429 | 14 | 3.3420457
HMA - FE Medias n |E.E.

sin - con 22.186429 | 14 | 7.3178662

sin - sin 15.851905 | 21 | 3.1794783 B
con - con 15.45 14 | 3.678344 B
con - sin 11.415 | 14 | 2.6205663
HMA - MKP Medias n [E.E.

sin - sin 20.944762 | 21 | 6.2715378

con - sin 15.45 14 | 3.678344 B
sin - con 14.547143 | 14 | 3.038833 B
con - con 11.415 14 | 2.6205663
R-FE Medias n [E.E.

sin - con 20.849286 | 14 | 8.4802059

con - con 16.787143 | 14 | 3.099471 B
sin - sin 14.163333 | 21 | 3.6134344 B
con - sin 13.947857 | 14 | 2.1067483 B
R - MKP Medias n [E.E.

sin - sin 20.053333 | 21 | 7.0539076

con - sin 16.787143 | 14 | 3.099471 B
con - con 13.947857 | 14 | 2.1067483 B
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sin - con 12.014286 | 14 | 3.8339661 C
FE - MKP Medias n |E.E.

con - con 0 0

con - sin 18.818214 | 28 | 7.5669773 B
sin -sin 18.461429 | 7 | 1.2821124 B
sin - con 12.981071 | 28 | 3.2328933 C
HMA - R - FE Medias n |E.E.

sin - sin - con 28.587143| 7 3.782534

con - con - con 17.788571| 7 | 2.5201668 B
sin - sin - sin 16.389286 | 14 | 3.3344018 B
sin - con - con 15.785714 | 7 | 3.2949175 B
sin - con - sin 14.777143 | 7 | 2.5215285 B
con - con - sin 13.118571| 7 | 1.0692244 B|C
con - sin - con 13.111429 | 7 | 3.1259167 B|C
con - sin - sin 9.7114286 | 7 | 2.6052224 C
HMA - R - MKP Medias n |E.E.

sin - sin - sin 23.524286 | 14 | 5.7972589

con - con - sin 17.788571 | 7 |2.5201668 B
sin - con - sin 15.785714 | 7 | 3.2949176 B
sin - con - con 14.777143 | 7 | 2.5215285 B
sin - sin - con 14.317143 | 7 | 3.4648385 B|C
con - con - con 13.118571 | 7 | 1.0692244 B|C
con - sin - sin 13.111429 | 7 | 3.1259167 B|C
con - sin - con 0.7114286 | 7 | 2.6052224 C
HMA - FE - MKP Medias n |E.E.

sin - con - con sd 0 0

con - sin - sin sd 0 0 B
con - con - con sd 0 0 C
sin - con - sin 22.186429 | 14 | 7.3178662

sin - sin - sin 18.461429 | 7 |1.2821124

con - con - sin 15.45 14 | 3.678344

sin - sin - con 14.547143 | 14 | 3.038833

con - sin - con 11.415 14 | 2.6205663

R - FE - MKP Medias n [E.E.

sin - con - con sd 0 0

con - sin - sin sd 0 0 B
con - con - con sd 0 0 C
sin - con - sin 20.849286 | 14 | 8.4802059

sin - sin - sin 18.461429 | 7 |1.2821124

con - con - sin 16.787143 | 14 | 3.099471
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con - sin - con 13.947857 | 14 | 2.1067483

sin - sin - con 12.014286 | 14 | 3.8339661

HMA - R - FE -

MKP Medias n |E.E.

con - sin - sin - sin sd 0 0lA

sin - con - con - con sd 0 0 B

sin - con - sin - sin sd 0 0 C

sin - sin - con - con sd 0 0

con - sin - con - con sd 0 0

con - con - con - con sd 0 0

con - con - sin - sin sd 0 0

sin - sin - con - sin 28.587143| 7 3.782534

sin - sin - sin - sin 18.461429 | 7 |1.2821124 |
con-con-con-sin |17.788571| 7 |2.5201668 I ]J

sin - con - con - sin 15.785714 | 7 | 3.2949176 I ]J

sin - con - sin - con 14.777143 | 7 | 2.5215285 11J |K
sin - sin - sin - con 14.317143 | 7 | 3.4648385 11J |K
con-con-sin-con |13.118571| 7 | 1.0692244 J |K
con - sin - con - sin 13.111429 | 7 | 3.1259167 J | K
con - sin - sin - con 9.7114286 | 7 | 2.6052224 K

Anexo 36. Anova peso Seco raiz

Analisis de la wvarianza

Variable

N R=

R® Aj CV

peso seco rai=z

63 0.95

0.

94 £5.21

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
p—vwvalor

F.V.

SC gl

CM

F

Modelo

189.38 g

Tratamientos 1289.38 a8

Error
Total

10.31 54
199.70 62

23.67 123.95 <0.0001
23.67 123.95 <0.0001
a.

19

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.75470

EFrror: 0.1910 gl: 54

Tratamientos Medias n E.E.

FE 11.59 T O0.1T7 A

Control 11.53 T O0.17 A

FE + HMA + R g.14 T 0.7 B

FE + R 7.93 7 0.7 B C
MKF + HMA T7.56 TO0.17 B C D
MEKFP + R 7.50 7 0.7 B C D
MKP T7.37 7 0.17 C D
FE + HMA &.98 7 0.7 D
MEF + HMA + R 6.93 7 0.17 D

Medias con una letra comiin no scon significatiwvamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 37. Tabla de comparaciones peso seco raiz

HMA Medias n (E.E.

sin 9.184 35 |1.99997171

con 7.4010714 | 28 | 0.60505218 B

R Medias n (E.E.

sin 9.0045714 | 35 |2.14226228

con 7.6253571 | 28 | 0.58185959 B
FE Medias n (E.E.

con 8.6625 | 28 |0.61077327

sin 8.1748571 | 35 | 1.8253177 B
MKP Medias n (E.E.

sin 9.2354286 | 35 | 1.98707587

con 7.3367857 | 28 |0.44009783 B
HMA -R Medias n (E.E.

sin - sin 10.162857 | 21 | 2.04314916

sin - con 7.7157143 | 14 |0.38068949 B
con - con 7.535 14 |0.71823942 B|C
con - sin 7.2671429 | 14 | 0.42477605 C
HMA - FE Medias n |E.E.

sin - con 9.7642857 | 14 | 1.84955869

sin - sin 8.7971429 | 21 |2.00293628 B
con - con 7.5607143 | 14 |0.60995902 C
con - sin 7.2414286 | 14 |0.44302301 C
HMA - MKP Medias n |E.E.

sin - sin 10.351905 | 21 [1.77234206

con - sin 7.5607143 | 14 |0.69637289 B
sin - con 7.4321429 | 14 | 0.4158327 B
con - con 7.2414286 | 14 |0.44302301 B
R-FE Medias n |E.E.

sin - con 9.2857143 | 14 | 2.32386597

sin - sin 8.8171429 | 21 |1.99016425 B
con - con 8.0392857 | 14 |0.39562725 C
con - sin 7.2114286 | 14 |0.42181338

R - MKP Medias n |E.E.

sin - sin 10.032857 | 21 |2.21058954

con - sin 8.0392857 | 14 |0.39562725 B
sin - con 7.4621429 | 14 |0.42192042 C
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con - con 7.2114286 | 14 |0.42181338 C

FE - MKP Medias n (E.E.

con - con sd 0 0

sin - sin 11.527143 | 7 |0.71419714 B

con - sin 8.6625 | 28 | 1.74375746 C

sin - con 7.3367857 | 28 | 0.44009783 D
HMA - R - FE Medias n (E.E.

sin - sin - con 11.594286 | 7 |0.29615909

sin - sin - sin 9.4471429 | 14 | 2.1635831 B

con - con - con 8.1442857 | 7 |0.48452796 C

sin - con - con 7.9342857 | 7 |0.23711704 C

con - sin - sin 7.5571429 | 7 |0.37239435 C|D

sin - con - sin 7.4971429 | 7 |0.37158788 C|D

con - sin - con 6.9771429 | 7 |0.37239435 D

con - con - sin 6.9257143 | 7 | 0.2334742 D
HMA - R - MKP Medias | n |E.E.

sin - sin - sin 11.560714 | 14 | 0.56735554

con - con - sin 8.1442857 | 7 |0.48452796 B

sin - con - sin 7.9342857 | 7 |0.23711704 B|C

con - sin - con 7.5571429 | 7 |0.37239435 B|(C|D

sin - con - con 7.4971429| 7 |0.37158788 B|(C|D

sin - sin - con 7.3671429 | 7 |0.44643714 C|D

con - sin - sin 6.9771429 | 7 |0.23236144 D

con - con - con 6.9257143 | 7 | 0.2334742 D
HMA - FE - MKP Medias | n |E.E.

sin - con - con sd 0 0

con - sin - sin sd 0 0 B

con - con - con sd 0 0 C

sin - sin - sin 11.527143 | 7 |0.71419714 D

sin - con - sin 9.7642857 | 14 | 0.2961591

con - con - sin 7.5607143 | 14 | 0.6963729 F
sin - sin - con 7.4321429 | 14 | 0.4158327 F
con - sin - con 7.2414286 | 14 0.443023 F
R - FE - MKP Medias n |E.E.

sin - con - con sd 0 0

con - sin - sin sd 0 0 B

con - con - con sd 0 0 C

sin - sin - sin 11.527143| 7 | 0.7141971 D

sin - con - sin 9.2857143 | 14 2.323866

con - con - sin 8.0392857 | 14 | 0.3956272 F
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sin - sin - con 7.4621429 | 14 | 0.4219204
con - sin - con 7.2114286 | 14 |0.42181338
HMA - R - FE -
MKP Medias n |E.E.
con - sin - sin - sin sd 0 0
sin - con - con - con sd 0 0
sin - con - sin - sin sd 0 0
sin - sin - con - con sd 0 0 D
con - sin - con - con sd 0 0 E
con - con - con - con sd 0 0 F
con - con - sin - sin sd 0 0
sin - sin - con - sin 11.594286 | 7 |0.29615909 H
sin - sin - sin - sin 11527143 | 7 |0.71419714 H
con -con -con-sin | 8.1442857| 7 |0.48452796 [
sin - con - con - sin 7.9342857 | 7 |0.23711704 1 ]J
con - sin - sin - con 7.5571429 | 7 |0.37239435 11J |K
sin - con - sin - con 7.4971429| 7 |0.37158788 11J |K
sin - sin - sin - con 7.3671429 | 7 |0.44643714 J K
con -sin - con - con 6.9771429 | 7 |0.23236144 K
con-con-sin-con |6.9257143| 7 0.2334742 K
Anexo 37. Anova sinergia FE
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.20141
Error: 0.1405 gl: 48
FE Medias n E.E.
con B8.66 28 0.07 A
sin  7.34 28 0.07 B
Msdias con una letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0.035)
Anexo 38. Anova sinergia HMA - FE
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.37701
Error: 0.1405 gl: 48
HME FE Medias n E.E.
sin con 9.76 14 0.10 &
con con 7.56 14 0.10 B
sin sin 7.43 14 0.10 B
con sin 7.24 14 0.10 B
Msdias con una letra comin nc son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 39. Anova sinergia HMA - Rizobacteria DBA51 - FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.63473
Error: 0.1405 gl: 48

HMR Rizobacteria FE Medias n E.E.

sin sin con 11.59 7 0.14 R

con con con 6.14 7 0.14 B

sin con con 7.93 7 0.14 B C
con sin sin 7.56¢ 7 0.14 B C D
sin con sin  7.50 7 0.14 C D
sin sin sin  7.37 7 0.14 C D
con sin con 6.96 7 0.14 D
con con sin 6.93 7 0.14 D

Msdias con una lestra comiin ne son significativaments diferentes (p > 0.05)

Anexo 40. Anova sinergia MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.20141
Error: 0.1405 gl: 48

MKP Medias n E.E.

sin  B.66 28 0.07 R

con 7.34 28 0.07 B

Msdias con una lstra comin ne son significativamsnts difsrsntss (p > 0.05)

Anexo 41. Anova sinergia HMA - MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.37701
Error: 0.1405 gl: 48

HMAE MKP Medias n E.E.

sin sin  9.76¢ 14 0.10 &

con sin  7.56 14 0.10 B

sin con 7.43 14 0.10 B

con con 7.24 14 0.10 B

Medias con una lstra comin ne son significativamente diferentes (p > 0.035)

Anexo 42. Anova sinergia HMA - Rizobacteria DBA51 — MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.63473
Error: 0.1405 gl: 48

HMA Rizobacteria MKP Medias n E.E.

sin sin sin 11.59 7 0.14 &

con con sin  8.14 7 0.14 B

sin con sin  7.93 7 0.14 B C
con sin con 7.56 7 0.14 B C D
sin con con 7.50 7 0.14 C D
sin sin con 7.37 7 0.14 C D
con sin sin  6.98 7 0.14 D
Con con con 6.93 7 0.14 D

Msdias con una letra comin nc son significativamente diferentes (p > 0.03)
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Anexo 43. Anova fotosintesis

Analisis de la wvarian=za

Variakble Ji) R=
Fotosintesis 20 0.63

RZ Aj CV
0.59 30.40

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CcM F p—valor

Modelo A437T7.62 8 5E4.70 17.31 <0.0001
Tratamientos 437.62 g8 54.70 17.31 <0.0001
Error 256.00 81 2.1e

Total ©693.61 §9

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=2.53395
EFError: 3.1604 gl: &1

Tratamientos Medias n E.E.

MKP 10.48 10 0.56e A

MKP + R 8.84 10 0.56 A B
Control 6.40 10 0.56 B C

FE + R 5.34 10 0O.56 C D
FE + HMZA 4.86 10 0.56 C D
MKFP + HMA + R 4.74 10 0.56 C D
FE + HMA + R 4.30 10 0.56 C D
MKP + HMA 3.94 10 0O.56 C D
FE 3.72 10 0.56 D

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (o > 0.05)

Anexo 44. Tabla de comparaciones fotosintesis

HMA Medias n [E.E.

sin 6.586662 | 50 | 3.0389235| A
con 4.4595529 | 40 | 1.5266749 B
R Medias n [E.E.

con 5.8061247 | 40 | 2.6429085| A
sin 5.2400903 | 50 | 2.966468 | A
FE Medias n [E.E.

sin 6.4893846 | 50 | 3.0425689 | A
con 4.5568304 | 40 | 2.517413 B
MKP Medias n [E.E.

con 5.8393553 | 40 | 3.2530531 | A
sin 5.3333588 | 50 | 1.8685232 | A
HMA - R Medias n [E.E.

sin - con 7.092029 | 20 | 2.5286924 | A
sin - sin 6.0812951 | 30 | 3.3329734|A|B
con - con 4.5202204 | 20 | 1.1724341 B
con - sin 4.3988855 | 20 | 1.2964414
HMA - FE Medias n |E.E.

sin - sin 8.640792 | 30 | 2.5486501| A
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con - con 4,5811287 | 20 | 1.5985077 B
sin - con 4.5325321 | 20 | 1.8829928 B
con - sin 4.3379771 | 20 | 1.4410706 B
HMA - MKP Medias n |E.E.

sin - con 8.8421115| 10 | 2.1715043

sin - sin 5.8348456 | 40 | 1.8705175 B
con - sin 45811287 | 20 | 1.5985077 B
con - con 4.3379771| 20 | 1.4410706 B

R -FE Medias n |E.E.

con - sin 6.7890028 | 20 | 2.7444824

sin - sin 6.1897664 | 30 | 3.1663904 B
con - con 4.8232467 | 20 | 1.7917741 B|C
sin - con 4.2904141 | 20 | 1.6582099 C
R - MKP Medias n |E.E.

con - con 6.7890028 | 20 | 2.7444824

sin - sin 5.6734336 | 40 | 1.9150064 B
con - sin 4.8232467 | 20 | 1.7917741 B
sin - con 3.9400602 | 10 | 2.1715043 B
FE - MKP Medias n [E.E.

con - con sd 0 0

sin -sin 8.4394725| 10 | 1.5961679 B
sin - con 5.8393553 | 40 | 3.2530531 C
con - sin 4.5568304 | 40 | 1.7467211 C
HMA -R - FE Medias n |E.E.

sin - con - sin 8.8421115| 10 | 1.9393716

sin - sin - sin 8.4394725| 20 | 2.794424

sin - con - con 5.3419466 | 10 | 1.7034761 B
con - sin - con 4.8577107 | 10 | 1.4058734 B
con - con - sin 4.7358941 | 10 | 1.6949023 B
con - con - con 4.3045467 | 10 | 1.726551 B
con - sin - sin 3.9400602 | 10 | 1.4058734 B
sin - sin - con 3.7231176 | 10 | 1.6968174 B
HMA - R - MKP Medias n [E.E.

sin - sin - con sd 0 0

sin - con - con 8.8421115| 10 | 1.9393716 B
sin - sin - sin 6.0812951 | 30 | 2.1211027 C
sin - con - sin 5.3419466 | 10 | 1.7034761 C
con - sin - sin 4.8577107 | 10 | 1.4058734 C
con - con - con 4.7358941 | 10 | 1.6949023 C
con - con - sin 4.3045467 | 10 | 1.726551 C
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con - sin - con 3.9400602 | 10 | 0.9818347

HMA - FE - MKP Medias n [E.E.

sin - con - con sd 0 0

con - sin - sin sd 0 0

con - con- con sd 0 0

sin - sin - con 8.8421115| 10 | 2.1715043 D

sin - sin - sin 8.4394725| 20 | 1.5961679 D

con - con - sin 4.5811287 | 20 | 1.5985077 E

sin - con - sin 45325321 | 20 | 1.8829928 E

con - sin - con 4.3379771| 20 | 1.4410706 E

R- FE - MKP Medias n |E.E.

sin - con - con sd 0 0

con - sin - sin sd 0 0

con - con - con sd 0 0

sin - sin - sin 8.4394725| 20 | 1.5961679 D

con - sin - con 6.7890028 | 20 | 2.7444824 D|E

con - con - sin 4.8232467 | 20 | 1.7917741 E|IF

sin - con - sin 4.2904141 | 20 | 1.6582099 F

sin - sin - con 3.9400602 | 10 | 2.1715043 F

HMA - R - FE -

MKP Medias n [E.E.

con - sin - sin - sin sd 0 0

sin - con - con - con sd 0 0

sin - con - sin - sin sd 0 0

sin - sin - con - con sd 0 0 D

sin - sin - sin - con sd 0 0 E

con - sin - con - con sd 0 0 F

con - con - sin - sin sd 0 0

con - con - con - con sd 0 0

sin - con - sin - con 8.8421115| 10 | 1.9393716

sin -sin - sin - sin 8.4394725| 20 | 1.5961679

sin - con - con- sin 5.3419466 | 10 | 1.7034761 J
con - sin - con - sin 4.8577107 | 10 | 1.4058734 J
con-con-sin-con |4.7358941| 10 | 1.6949023 J
con -con-con-sin | 4.3045467 | 10 | 1.726551 J
con - sin - sin - con 3.9400602 | 10 | 0.9818347 J
sin - sin - con - sin 3.7231176 | 10 | 1.6968174 J
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Anexo 45. Anova sinergia FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.759759

Error: 3.2016 gl:
FE Medias n

72

E.E.

sin  7.00 40 0.28 A
con 4.56 40 0.28

B

Msdias con una letra comin ne seon significativaments difersntes

Anexo 46. Anova sinergia HMA - FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.48817

Error: 3.2016 gl: 72

HME FE Medias n E.E.

sin sin .66 20 0.40 B
con con 4.58 20 0.40 B
sin con 4.53 20 0.40 B
con sin 4.34 20 0.40 B

Mszdias con una lstra comin ne sen significativamentes difsrentes

Anexo 47. Anova sinergia Rizobacteria DBA51 — FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.48817

Error: 3.2016 gl:

72

Rizobacteria FE Medias n E.E.

sin 5in 7.21 20 0.40 B
con sin 6.79 20 0.40 A
con con 4,82 20 0.40 B
sin con 4.29 20 0.40 B
Medias con una letra comin no s

Anexo 48. Anova sinergia HMA - Rizobacteria DBA51 - FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.49808

on significativamente diferentes

Error: 3.2016 gl: 72

HMA Rizobacteria FE Medias n E.E.

sin sin sin 10.48 10 0.57 A
s5in con 5in .84 10 0.57 A
sin con con 5.34 10 0.57 B
con sin con 4.86 10 0.57 B
con con sin  4.74 10 0.57 B
con con con 4.30 10 0.57 B
con sin sin  3.94 10 0.57 B
sin sin con 3.72 10 0.57 B

Medias con una letra comin ne

Jon

(L]

ignificativamente difersntes
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Anexo 49. Anova sinergia MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.82375

Error: 3.2016 gl:
MKP Medias n E.E.

72

con 5.84 30 0.33 R
sin 5.74 50 0.25 &

Medias con una letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 50. Anova sinergia HMA - MKP

Test:Tukey Alfa=0.

05 DMsS=1.60740

Error: 3.2016 gl: 72

HMAR MEP Medias n E.E.

sin con 8.84 10 0.57 &

sin sin 6.52 30 0.33 B
con sin 4,58 20 0.40 C
con con 4.34 20 0.40 C

Medias ceon una letra cemin ne seon significativamente diferentes

(p > 0.05)

Anexo 51. Anova sinergia Rizobacteria DBA51 — MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.60740

Error: 3.2016 gl:

72

Rizobacteria MKP Medias n E.E.

con con 6.79 20 0.40 A

sin sin  6.35 30 0.33 R B
con sin  4.82 20 0.40 B C
sin con 3.94 10 0.57 C
Medias con una letra comin no s

on significativamente difsrentes (p > 0.05)

Anexo 52. Anova sinergia HMA — Rizobacteria DBA51 — MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.33893

Error: 3.2016 gl: 72

HMA Rizobacteria MKP Medias n E.E.

sin sin con sd 0 sd B

sin con con B.84 10 0.57 B

sin sin sin  7.10 20 0.40 B C
sin con sin 5.34 10 0.57 C D
con sin sin 4.86 10 0.57 C D
con con con 4.74 10 0.57 D
con con sin 4.30 10 0.57 D
con sin con 3.5%4 10 0.57 D

Msdias con una letra comin ne son

significativamente diferentes (p > 0.035)
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Anexo 53. Anova conductancia estomatica

Analisis de la wvarianza

Variable ™ RrR= R= AT CW
conductancia estomatica 90 0.46 0.41 34.86

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipe III)

F.WV. S5C gl CcM F p—valor
Modelo 0o.08 g 0.01 8.69 <0.0001
Tratamientos 0.08 =] 0.01 8.69 <0.0001
Error 0.09 81 1.1E-03
Total 0.16 89

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.04695
Frror: 0.0011 gl: &1
Tratamientos Maedias n

F .
MKP O.15 10 0 B
FE + R 0O.11 10 0.01 A B
MKP + R 0O.11 10 0.01 A B
FE + HMA 0O.1C 10 0.01 A B C
Control 0.10 10 0.01 A B C
MKFPF + HMA .08 10 0O.01 B C D
FE + HMA + R .08 10 0O.01 B C D
MKF + HMA + R 0.06 10 O.01 C D
FE 0.0 10 0.01 D

Medias con una letra comiin no scon significatiwvamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 54. Tabla de comparaciones conductancia estomatica

HMA Medias n |E.E.

sin 0.100823 | 50 0.047591 | A
con 0.080375 | 40 0.032191 B
R Medias n |E.E.

con 0.0913975| 40 0.0393524 | A
sin 0.0898005| 50 0.044875 | A
FE Medias n |E.E.

sin 0.0952781| 50 0.0442804 | A
con 0.0859198 | 40 0.038731 | A
MKP Medias n |E.E.

sin 0.0938409 | 60 0.0393521 | A
con 0.0851957 | 30 0.0454912 | A
HMA - R Medias n |E.E.

sin - con 0.1142623| 20 0.0334955| A
con - sin 0.0922174| 20 0.0293661|A B
sin - sin 0.0873836 | 30 0.0525026 | A |B
con - con 0.0685326 | 20 0.0304905 B
HMA - FE Medias n |E.E.




sin - sin 0.1196776| 30 0.0390856 | A

con - con 0.0898713| 20 0.0287583 B

sin - con 0.0819683 | 20 0.0462808 B

con - sin 0.0708787 | 20 0.0298568 B
HMA - MKP Medias n |E.E.

sin - con 0.1138298 | 10 0.0500607 | A

sin - sin 0.0964873 | 40 0.0450462 | A |B

con - sin 0.0898713| 20 0.0287583| A |B

con - con 0.0708787 | 20 0.0326363 B

R - FE Medias n |(E.E.

sin - sin 0.1037465| 30 0.050445 | A

con - con 0.0959852 | 20 0.0394337 |A|B

con - sin 0.0868097 | 20 0.0387312|A|B

sin - con 0.0758544 | 20 0.0362496 B

R - MKP Medias n |E.E.

con - sin 0.0959852 | 20 0.0394337 | A

sin - sin 0.0924114 | 40 0.0386457 | A

con - con 0.0868097 | 20 0.0387312 | A

sin - con 0.0819677 | 10 0.0353898 | A

FE - MKP Medias n |E.E.

con - con sd 0 0lA

sin - sin 0.1255254 | 20 0.0390437 B

con - sin 0.0859198 | 40 0.038731 C
sin - con 0.0851957 | 30 0.0412973 C
HMA -R - FE Medias n |E.E.

sin - sin - sin 0.1255254 | 20 0.0438363 | A

sin - con - con 0.1146949 | 10 0.0399362|A|B

sin - con - sin 0.1138298 | 10 0.025468 |A | B

con - sin - con 0.1024671| 10 0.0228415|A|B|C
con - sin - sin 0.0819677 | 10 0.0315102|A|B|C|D
con - con - con 0.0772755| 10 0.0285488 B|C|D
con - con - sin 0.0597897 | 10 0.0298568 C|D
sin - sin - con 0.0492417| 10 0.0233852 D
HMA - R - MKP Medias n |E.E.

sin - sin - con sd 0 0|A

sin - con - sin 0.1146949 | 10 0.0399362 B

sin - con - con 0.1138298 | 10 0.025468 B

con - sin - sin 0.1024671| 10 0.0228415 B|C
sin - sin - sin 0.0873836 | 30 0.0417493 B|C
con - sin - con 0.0819677 | 10 0.0315102 B|C
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con - con - sin 0.0772755| 10 0.0285488

con - con - con 0.0597897 | 10 0.0298568

HMA - FE - MKP Medias n |E.E.

sin - con - con sd 0 0

con - sin - sin sd 0 0

con - con - con sd 0 0

sin - sin - sin 0.1255254 | 20 0.0039044 D

sin - sin - con 0.1138298| 10 0.0353898 D|E

con - con - sin 0.0898713| 20 0.0228415 E|F

sin - con - sin 0.0819683 | 20 0.0233852 E|F

con - sin - con 0.0708787 | 20 0.0315102 F

R - FE - MKP Medias n |E.E.

sin - con - con sd 0 0

con - sin - sin sd 0 0

con - con - con sd 0 0

sin - sin - sin 0.1255254 | 20 0.0390437 D

con - con - sin 0.0959852 | 20 0.0399362 DE

con - sin - con 0.0868097 | 20 0.025468 E

sin - sin - con 0.0819677 | 10 0.0353898 E

sin - con - sin 0.0758544 | 20 ]0.0.3524963 E

HMA - R - FE -

MKP Medias n |E.E.

con - sin - sin - sin sd 0 0

sin - con - con - con sd 0 0

sin - con - sin - sin sd 0 0

sin - sin - con - con sd 0 0 D

sin - sin - sin - con sd 0 0 E

con - con - sin - sin sd 0 0 F

con - sin - con - con sd 0 0

con - con- con - con sd 0 0

sin - sin - sin - sin 0.1255254 | 20 0.0390437 I
sin-con-con-sin |0.1146949 | 10 0.0399362 IJ
sin-con-sin-con [0.1138298 | 10 0.025468 I|J
con-sin-con-sin |0.1024671| 10 0.0228415 1)K
con-sin-sin-con |[0.0819677 | 10 0.0315102 I|J|K|L
con - con -con-sin [0.0772755| 10 0.0285488 JIK|L
con - con - sin-con |0.0597897 | 10 0.0298568 K|L
sin - sin - con - sin 0.0492417 | 10 0.0233852 L
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Anexo 55. Anova sinergia FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.01416
Error: 0.0010 gl: 72

FE Medias n E.E.

sin 0.10 40 0.01 &

con 0.09 40 0.01 B

Mzdias con una lstra comin ne sen significativamsnts difsrentss (p > 0.05)

Anexo 56. Anova sinergia HMA - FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.02642
Error: 0.0010 gl: 72

HMA FE Medias n E.E.

sin sin  0.13 20 0.01 &

Con con 0.09 20 0.01 B

sin con 0.08 20 0.01 B

con sin  0.07 20 0.01 B

Mzdias con una lestra comin ne son significativaments diferentes (p > 0.035)

Anexo 57. Anova sinergia Rizobacteria DBA51 — FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.02642
Error: 0.0010 gl: 72

Rizobacteria FE Medias n E.E.

sin sin  0.12 20 0.01 &

con con 0.10 20 0.01 & B

con sin  0.09 20 0.01 B

sin con 0.08 20 0.01 B

Medias con una lstra comin neo son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 58. Anova sinergia HMA — Rizobacteria DBA51 - FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.04434
Error: 0.0010 gl: 72

HMA Rizobacteria FE Medias n E.E.

sin sin sin  0.15 10 0.01 &R

sin con con 0.11 100.01 2 B

sin con sin  0.11 10 0.01 2 B

con sin con 0.10 10 0.01 B C
con sin sin  0.08 10 0.01 B C D
con con con 0.08 10 0.01 B C D
con con sin  0.06 10 0.01 C D
sin sin con 0.05 10 0.01 D

Msdias con una letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0.035)

ty
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Anexo 59. Anova sinergia MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.01462
Error: 0.0010 gl: 72
MKP Medias n

E.E.

sin
con

0.10 50 4.5E-03 &
0.08 30

0.01 &

Medias con una lstra comin ne son significativamente diferentes (p > 0.035)

Anexo 60. Anova sinergia HMA - MKP

Test:Tukey Alfa=0.

Error: 0.0010 gl: 72

HME MKP Medias n

E.E.

sin con

sin
con

sin
sin

con con

0.11 10 0.01 &

0.10 30 0.01 A
0.09 20 0.01 &
0.07 20 0.01

B
B

Medias con una letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 61. Anova sinergia Rizobacteria DBA51 — MKP

05 DMS=0.02853

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.02853

Error: 0.0010 gl: 72

Rizobacteria MKP Medias n E.E.
sin sin  0.10 30 0.01 &
con sin  0.10 20 0.01 &
con con 0.09 20 0.01 &
sin con 0.08 10 0.01 &
Msdias con una lstra comun ne s

Anexo 62. Anova sinergia HMA — Rizobacteria DB51 — MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.04152
Error: 0.0010 gl: 72

HMA Rizobacteria MKP Medias n E.E.

sin sin con sd 0 sd &

sin con sin  0.11 10 0.01 B
sin con con 0.11 10 0.01 B
con sin sin 0.10 10 0.01 B
sin sin sin  0.10 20 0.01 B
con sin con 0.08 10 0.01 B C
con con sin 0.08 10 0.01 B C
con con con 0.06 10 0.01 C
Medias con una letra comin ne son

significativamente difsrsntes (p > 0.035)
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Anexo 63. Anova transpiracién
Analisis de la wvarianza

Variable N R= R= A7 CW
transpiracicon 90 0.43 0.38 28.72

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p—valor

Modelo 3.6E-05 g 4.56-0& 7.74 <0.0001
Tratamientos 3.&E-05 g8 4.5E-0& 7.74 <0.0001
Error 4.7E-05 81 5.8E-07

Total 8.3E-05 B89

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00108
Error: 0.0000 gl: &1

Tratamientos Medias n E.E.

MEP 3.6E-03 10 2.4E-04 A~

FE + R 3.4E-03 10 2.4E-04 A~ B

MEP + R 3.1E-03 10 2Z2.4E-04 A B C
Control 2.8E-03 10 2.4E-04 A~ B [

FE + HMA 2.8E-03 10 2.4E-04 A~ B C

FE + HMA + R 2.4E—-03 10 2Z.4E-04 B C D
MEFP + HMA 2.3E—-03 10 2Z.4E-04 C D
MEP + HMA + R 2.0E-03 10 Z.4E-04 C D
FE 1.5E-03 10 2.4E-04 D

Medias con una letra comiin no scon sSignificativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 64. Tabla de comparaciones transpiracion

HMA Medias n |E.E.

sin 0.0027969 | 50 | 0.0010414 | A
con 0.0023626 | 40 | 0.000752 B
R Medias n |E.E.

con 0.0027115 | 40 | 0.0009833 | A
sin 0.002448 | 50 | 0.0009365 | A
FE Medias n |E.E.

sin 0.0026431 | 50 | 0.0009158 | A
con 0.0025164 | 40 | 0.0009946 | A
MKP Medias n |E.E.

sin 0.0026556 | 50 | 0.000966 | A
con 0.0024534 | 40 | 0.0008316 | A
HMA - R Medias n |E.E.

sin - con 0.0032331 | 20 | 0.0008323 | A
con - sin 0.0025352 | 20 | 0.0006119 B
sin - sin 0.0023607 | 30 | 0.0010987 B
con - con 0.00219 | 20 | 0.0008348 B
HMA - FE Medias n |E.E.

sin - sin 0.0031387 | 30 | 0.0007531 | A
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con - con 0.0025776 | 20 | 0.0006413|A |B

sin - con 0.0024551 | 20 | 0.0012489 B

con - sin 0.0021476 | 20 | 0.000792 B

HMA - MKP Medias n (E.E.

sin - con 0.0030649 | 10 | 0.0006536 | A

sin - sin 0.0027076 | 40 | 0.0011318| A |B

con - sin 0.0025776 | 20 | 0.0006413 | A |B

con - con 0.0021476 | 20 | 0.000792 B

R -FE Medias n (E.E.

con - con 0.002886 | 20 | 0.0010122| A

sin - sin 0.0027492 | 30 | 0.0008825| A |B

con - sin 0.002537 | 20 | 0.000921|A |B

sin - con 0.0021467 | 20 | 0.0008249 B

R - MKP Medias n (E.E.

con - sin 0.002886 | 20 | 0.0010122 | A

con - con 0.002537 | 20 | 0.000921| A

sin - sin 0.0025019 | 30 | 0.0008146 | A

sin - con 0.0022861 | 20 | 0.0009234 | A

FE - MKP Medias |n |E.E.

con - con sd 0 0lA

sin - sin 0.0032124 | 10| 0.0007903 B

con - sin 0.0025164 | 40| 0.0009946 C|C
sin - con 0.0024534 | 40| 0.0009435 C|C
HMA -R - FE Medias n |E.E.

sin - con - con 0.0034012 | 10 | 0.0009854 | A

sin - sin - sin 0.0032124 | 20 | 0.0008297 |A |B

sin - con - sin 0.0030649 | 10 | 0.0005984 | A |B

con - sin - con 0.0027843 | 10 | 0.0004355|A |B |C
con - con - con 0.0023708 | 10 | 0.0007399|A |B (C |D
con - sin - sin 0.0022861 | 10 | 0.0006596 B|C|D
con - con - sin 0.0020091 | 10 | 0.0008837 C |D
sin - sin - con 0.0015091 | 10 | 0.0005986 D
HMA - R - MKP Medias n |E.E.

sin - sin - con sd 0 0lA

sin - con - sin 0.0034012 | 10 | 0.0009854 B

sin - con - con 0.0030649 | 10 | 0.0005984 B|C
con - sin - sin 0.0027843 | 10 | 0.0004355 B|C|D
con - con - sin 0.0023708 | 10 | 0.0007399 C |D
sin - sin - sin 0.0023607 | 30 | 0.0009666 C|D
con - sin - con 0.0022861 | 10 | 0.0006596 C D
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con - con - con 0.0020091 | 10 | 0.0008837 D

HMA - FE - MKP Medias | n |E.E.

sin - con - con sd 0 0

con - sin -sin sd 0 0

con - con - con sd 0 0

sin - sin - sin 0.0032124 | 10 | 0.0007903 D

sin - sin - con 0.0030649 | 20 | 0.0006784 D |E

con - con - sin 0.0025776 | 20 | 0.0004355 D |E |F

sin - con - sin 0.0024551 | 20 | 0.0005986 E|F

con - sin - con 0.0021476 | 20 | 0.0006596 F

R - FE - MKP Medias n (E.E.

sin - con - con sd 0 0

con - sin - sin sd 0 0

con - con - con sd 0 0

sin - sin - sin 0.0032124 | 20 | 0.0007903 D

con - con - sin 0.002886 | 10 | 0.0010122 D |E

con - sin - con 0.002537 | 20 | 0.000921 D|E

sin - sin - con 0.0022861 | 20 | 0.0009234 E

sin - con - sin 0.0021467 | 20 | 0.0005986 E

HMA - R - FE -

MKP Medias n |E.E.

con - sin - sin - sin sd 0 0

sin - con - con - con sd 0 0

sin - con - sin - sin sd 0 0

sin - sin - con - con sd 0 0 D

sin - sin - sin - con sd 0 0 E

con - con - sin - sin sd 0 0 F

con - sin - con - con sd 0 0

con - con - con - con sd 0 0

sin - con - con - sin 0.0034012 | 10 | 0.0009854 I

sin - sin - sin - sin 0.0032124 | 20 | 0.0007903 I |J

sin - con - sin - con 0.0030649 | 10 | 0.0005984 I |J

con - sin - con - sin 0.0027843 | 10 | 0.0004355 I |J|K
con - con - con -sin | 0.0023708 | 10 | 0.0007399 I |J |K|L
con - sin - sin - con 0.0022861 | 10 | 0.0006596 J |K|L
con - con - sin - con | 0.0020091 | 10 | 0.0008837 K|L
sin - sin - con - sin 0.0015091 | 10 | 0.0005986 L
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Anexo 65. Anova sinergia FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00034
Error: 0.0000 gl: 72
FE Medias 1

E.E.

sin 2.7E-03 40 1.2E-04 &
con 2.5E-03 40 1.28-04 2

Msdias con una lestra comin ne son significativamente difsrentes

Anexo 66. Anova sinergia HMA - FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00063
Error: 0.0000 gl: 72

HME FE Medias n E.E.

sin sin 3.3E-03 20 1.7E-04 B
con con 2.6E-03 20 1.7E-04 B
sin con 2.5E-03 20 1.7E-04 B
con sin 2.1E-03 20 1.7E-04 B

Msdias con

una lestra

comun ne sen significativamente diferentes

(p > 0.05)

(p > 0.05)

Anexo 67. Anova sinergia Rizobacteria DBA51 — MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00063

Error: 0.0000 gl: 72

E.E.

Rizobacteria FE Medias n
i in 2.9E-03 20 1.7E-04 A
2.96-03 20 1.7E-04 A

sin
con
con
sin

sin
con
sin
con

2.58-03 20 1.7E-04 B B
2.1E-03 20 1.7E-04

B

Medias con una lstra

comin ne sen significativaments diferentes

(p > 0.05)

Anexo 68. Anova sinergia HMA — Rizobacteria DBA51 — MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00098

Error: 0.0000 gl: 72

HMA Rizobacteria MKP Medias n E.E.

sin sin con sd 0 sd A

sin con sin 3.4E-03 10 2.4E-04 B

sin con con 3.1E-03 10 2.4E-04 B C
con sin sin 2.8E-03 10 2.4E-04 B C D
sin sin sin 2.5E-03 20 1.7E-04 B C D
con con sin 2.4E-03 10 2.4E-04 C D
con sin con 2.3E-03 10 2.4E-04 C D
Con con con 2.0E-03 10 2.4E-04 D

M=dias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 69. Anova cuantificacion del fésforo

Analisis de la wvarianza

Variable

R= R=

A

W

% de Fosforo 90 0.96

0.96 13.74

Cuadro de Analisis de

la Varianza

(SC tipo

III)

F.WV. gl CM E p—valor
Modelo 2.78 8 0.35 263.51 <0.0001
Tratamiento 2.78 8 0.35 263.51 <0.0001
Error 0.11 81 1.32E-03
Total 2.89 89
Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.05180
FEFrror: 0.0013 gl: &1

Tratamiento Medias n E.E.

FE 0.48 10 0.01 A

FE + HMA 0.47 10 0.01 A

FE + Ri=zo 0.45 10 0.01 A

FE + HMA + Rizo 0.44 10 0.01 A

MEF + Rizo 0.15 10 0.01 B
MKP + HMA + Rizo 0.11 10 0.01 B C
MEKFP + HMA 0.10 10 0.01 B C
Control 0.10 10 O0.01 B C
MEKP 0.09 10 0.01 C

Medias con una letra comiun no scon significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 70. Tabla de comparaciones cuantificacion del fosforo

HMA Medias n |E.E.

sin 0.29135 | 50 | 0.1756165|A
con 0.27995 | 40 | 0.1824779|A
R Medias n |E.E.

con 0.285725 | 40 | 0.1633767 |A
sin 0.285575 | 50 | 0.1942909 | A
FE Medias n |E.E.

con 0.460075 | 40 | 0.0499577 A
sin 0.111225 | 50 | 0.0287791
MKP Medias n |E.E.

sin 0.387 60 | 0.1660687 | A
con 0.1167333 | 30 | 0.0299791
HMA - R Medias n |E.E.

sin - con 0.29695 | 20 | 0.1555723 A
sin - sin 0.28575 | 30 | 0.1817243|A
con - sin 0.2854 20 | 0.1824779 A
con - con 0.2745 20 | 0.1700857 | A
HMA - FE Medias n |E.E.
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sin - con 0.4623 20 |0.0499577 |A

con - con 0.45785 | 20 |0.0560886 | A

sin - sin 0.1204 30 [0.0323626 B
con - sin 0.10205 | 20 |0.16203 B
HMA - MKP Medias n |E.E.

con - sin 0.45785 | 20 | 0.0560886 | A

sin - sin 0.3397667 | 40 | 0.1756217 B
sin - con 0.1461 10 | 0.0038588 C
con - con 0.10205 | 20 | 0.0123955

R - FE Medias n |E.E.

sin - con 0.47505 | 20 | 0.0559486 | A

con - con 0.4451 20 | 0.0375871 B
con - sin 0.12635 | 20 | 0.0342101 C
sin - sin 0.0961 30 | 0.0055165

R - MKP Medias n |E.E.

con - sin 0.4451 20 | 0.0375871| A

sin - sin 0.3482667 | 30 | 0.1838762 B
con - con 0.12635 | 20 | 0.0342101 C
sin - con 0.0975 10 | 0.0038588 C
FE - MKP Medias n |E.E.

con - con sd 0 0lA

con - sin 0.460075 | 40 | 0.0499577 B
sin - con 0.1167333 | 40 | 0.0290791 C
sin - sin 0.0947 20 | 0.0063883 C
HMA -R - FE Medias n |E.E.

sin - sin - con 0.4768 10 | 0.0408456 | A

con - sin - con 0.4733 10 | 0.0677201| A

sin - con - con 0.4478 10 | 0.0397814 | A

con - con - con 0.4424 10 | 0.0350491 | A

sin - con - sin 0.1461 10 | 0.0362145 B
con - con - sin 0.1066 10 0.015781 B|C
con - sin - sin 0.0975 10 | 0.0041049 B|C
sin - sin - sin 0.0947 20 0.005883 C
HMA - R - MKP Medias n |E.E.

sin - sin - con sd 0 0lA

con - sin - sin 0.4733 10 | 0.0677201 B
sin - con - sin 0.4478 10 | 0.0397814 B
con - con - sin 0.4424 10 | 0.0350491 B
sin - sin - sin 0.28575 | 30 | 0.1838762 C
sin - con - con 0.1461 10 | 0.0362145
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con - con - con 0.1066 10 0.015781 D|E

con - sin - con 0.0975 10 | 0.0041049 E

HMA - FE - MKP Medias n |E.E.

sin - con - con sd 0 0

con - sin - sin sd 0 0

con - con - con sd 0 0

sin - con - sin 0.4623 20 | 0.0408456 D

con - con - sin 0.45785 | 20 | 0.0677201 D

sin - sin - con 0.1461 10 | 0.0038588 E

con - sin - con 0.10205 | 20 | 0.0123955

sin - sin - sin 0.0947 20 | 0.0286273

R - FE - MKP Medias n |E.E.

sin - con - con 0 0

con - sin - sin 0 0

con - con - con 0 0

sin - con - sin 0.47505 | 20 | 0.0559486 D

con - con - sin 0.4451 20 | 0.0375871 D

con - sin - con 0.12635 | 20 | 0.0342101 E

sin - sin - con 0.0975 20 | 0.0035888 E

sin - sin - sin 0.0947 10 | 0.0063883 E

HMA - R - FE -

MKP Medias n |E.E.

con -sin - sin - sin sd 0 0

sin - con - con - con sd 0 0

sin - con - sin - sin sd 0 0

sin - sin - con - con sd 0 0 D

sin - sin - sin - con sd 0 0 E

con - con - sin - sin sd 0 0

con - sin - con - con sd 0 0

con - con - con - con sd 0 0

sin - sin - con - sin 0.4768 10 | 0.0408456 I
con - sin - con - sin 0.4733 10 | 0.0677201 I
sin - con - con - sin 0.4478 20 | 0.0397814 I
con - con - con - sin 0.4424 10 | 0.0350491 [
sin - con - sin - con 0.1461 10 | 0.0362145

con -con - sin - con 0.1066 10 0.015781 K
con - sin - sin - con 0.0975 10 | 0.0041049 K
sin - sin - sin - sin 0.0947 10 | 0.0063883 K
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Anexo 71. Anova sinergia FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.01715
Error: 0.0015 gl: 72

FE Medias n E.E.

con 0.46 40 0.01 B

sin  0.11 40 0.01 B

Msdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.035)

Anexo 72. Anova sinergia HMA - FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.03200
Error: 0.0015 gl: 72

HME FE Medias n E.E.

sin con 0.46 20 0.01 B

con con 0.46 20 0.01 A

sin sin  0.12 20 0.01 B

con sin 0.10 20 0.01 B

Msdias con una letra comin neo son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 73. Anova sinergia Rizobacteria DBA51 — FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.03200
Error: 0.0015 gl: 72

Rizobacteria FE Medias n E.E.

sin con 0.48 20 0.01 n

con con 0.45 20 0.01 &

con sin  0.13 20 0.01 B

sin sin 0.09 20 0.01 B

Msdias ceon una lstra comiun ne seon significativamsnts difsrentss (p > 0.05)

Anexo 74. Anova sinergia HMA — Rizobacteria DBA51 - FE

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.05371
Error: 0.0015 gl: 72

HME Rizobacteria FE Medias n E.E.

sin sin con 0.45 10 0.01 &

con sin con 0.47 10 0.01 &

sin con con 0.45 10 0.01 &

Con con con 0.44 10 0.01 2

sin con sin 0.15 10 0.01 B
con con sin 0.11 10 0.01 B C
con sin sin  0.10 10 0.01 B C
sin sin sin 0.09 10 0.01 C

Msdias con una lstra coemin ne son significativaments difersntes (p > 0.05)
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Anexo 75. Anova sinergia MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DM5=0.01771
Error: 0.0015 gl: 72

MKP Medias n E.E.

sin 0.3%9 50 0.01 &

con 0.12 30 0.01 B

Msdias con una lstra comin ne son significativaments difsrsntes

Anexo 76. Anova sinergia HMA - MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.03456
Error: 0.0015 gl: 72

HMA MKP Medias n E.E.

con sin  0.46 20 0.0l &

sin sin  0.34 30 0.01 B

sin con  0.15 10 0.01 C
Con con 0.10 20 0.01 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.03)

(p > 0.05)

Anexo 77. Anova sinergia Rizobacteria DBA51 — MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.03456
Error: 0.0015 gl: 72

Rizobacteria MKP Medias n E.E.

con sin  0.45 20 0.01 2

sin sin  0.35 30 0.01 B

con con 0.13 20 0.01 cC

sin con 0.10 10 0.01 c

Msdias con una letra comin ne sen significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 78. Anova HMA — Rizobacteria DBA51 — MKP

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.05029
Error: 0.0015 gl: 72
HMA Rizobacteria MKP Medias n E.E.

sin sin con sd 0 sd &

con sin sin 0.47 10 0.01 B

sin con sin 0.45 10 0.01 B

con con sin 0.44 10 0.01 B

sin sin sin 0.28 20 0.01 [
sin con con 0.15 10 0.01 D
con con con 0.11 10 0.01 D
con sin con 0.10 10 0.01 D

Msdias con una lstra comin ne sen significativamsnte difsrentes (p > 0.05)
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Anexo 79. Anova area enferma

Analisis de la warianza

Variable N R2 B2 Aj CW
Area enferma 60 0.04 0.00 56.18

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipe IITI)

F.V. sSC gl CM F p—valoxr
Modelo 5.35 S5 1.07 0.50 0.7775
Tratamientos 5.35 5 1.07 0.50 O.777T75
Error 1l16.34 54 2.15
Total 121 .69 59

Test: Tukey Alfa=—0.05 DMS=1.93939
Error: 2.1545 gl: 54

Tratamientos Medias n E.E.
Control + FHLGJZ22 3.14 10 0.4 A
FE+HMA+FHLGJIZ 2 2.82 10 0.46c &~
FE+HMA+ERE+FHLGJIZ 2 2.52 10 0.46e 1~
MKP+HMA+R+FHLGJZ22 2.52 10 0.4 A
FE+R+FHLGJZ22 2.51 10 0.4 A
MEP+E+FHLGJZ2 2.18 10 0D.46 A

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 80. Anova AOC

Analisis de la wvarian=za

Variable N R= RZ AT CWV
Expresion relatiwva 32 0.34 0.14 26.84

Cuadro de Analisis de la WVarianza (SC tipo IITI)

F.WV. SC gl CcM F p—wvalor
Modelo 1.00 7 0.14 1.75 0.1457
Tratamientos 1.00 7 0.14 1.75 0.1457
Error 1.97 24 0.08
Total 2.97 31

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.67638
EFrror: 0.0820 gl: 24

Tratamientos Medias n E.E.
FE + HMA + FHLGJZ2Z 1.34 4 0.14 A
FE + HMA + E + FHLGJZZ2 1.23 5 0.13 A
FE + R 4+ FHLGJZZ2 1.14 4 0.14 A~
MEP + HMA + R + FHLGJZZ2 1.07 4 0.14 A
MEKP + HMA 1.04 4 0.14 A
Control 1.03 3 0.17 A
Control + FHLGJZZ 0.84 4 0.14 A
MEP + R + FHLGJZ2Z2 0.78 4 0.14 A

Medias con una letra comiuin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 81. Anova PR1

Analisis de la wvarianza

Variable N E= R=2 A7 Cv
Expresion relativa 24 0.18 0.00 36.53

Cuadreo de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p—valor
Modelo 0.60 7 0.09 0.49 0.8258
Tratamientos 0.60 T 0.09 0.49 0.8258
Error 2.77 16 0.17
Total 3.37 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.34412
Error: 0.1731 gl: 16

Tratamientos Medias n E.E.
FE + R + FHLGJZZ2 1.39 5 0.19 A
FE + HMA + R + FHLGJZZ 1.19 5 0.19 A
Control + FHLGJZZ 1.18 2 0.29 A
MKP + R + FHLGJZZ2 1.14 1 0.42 A
FE + HMA + FHLGJZZ 1.06 2 0.29 A
MKFP + HMA + E + FHLGJZZ 1.03 3 0.24 A
Control 0.99 4 0.21 A
MKP + HMA 0.88 2 0.29 A

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 82. Anova ERPI1

Analisis de la wvarianza

Variable N R= B2 AT CWV
Expresion relativa 16 0.70 0.44 18.11

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo

F.V. sSC gl CM F p—vwvalor
Modelo 1.08 7 0.15 2.70 0.0936
Tratamientos 1.08 T 0.15 2.70 0.0936
Error 0.46 8 0.06
Total 1.54 15

Test: Tukey Alfa=0.05 DMsS=1.02226
EFError: 0.05872 gl: &

Tratamientos Medias n E.RE.
MEP + HMA 1.91 2 0.17 A
FE + HMA + R + FHLGJZZ 1.39 2 0.17 A
MEP + R + FHLGJZZ2 1.39 2 0.17 A
MEP + HMA + R + FHLGJZZ2 1.35 1 0.24 A
Control 1.29 3 0.14 A
FE + HMA + FHLGJZ2Z 1.16 1 0.24 A
Control + FHLGJZZ2 1.16 2 0.17 A
FE + R + FHLGJZZ2 1.02 3 0.14 A

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes

III)

> 0.05)
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Anexo 83. Anova ACCO

Analisis de la wvarianza

Variable N R= RZ2 AT CW
Expresion relatiwva 17 0.77 0.58 52.46

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo

F.V. SC gl CM F p—valor
Modelo 6.66 7 0.85 4,20 0.0249
Tratamientos 6.66 7 0.95 4.20 0.0249
Error 2.04 9 0.23
Total g.70 16

Test:Tukey Alfa=—0.05 DMS=1.78911
FError: 0.2264 gl: 9

Tratamientos Medias n E.E.
MEP+DBALSI+FHLGJIZ2Z2 1.73 2 0.34 A~
FE+HMA+FHLGJZ2Z2 1.46 2 0.34 A
FE+HMA+DBAS14+FHLGJIZ22 1.38 2 0.34 A
MEP+HMA+DEASI+FHLGJIZ2 1.12 2 0.34 A
FE4+DBALS1I4+FHLGJZZ2 1.08 2 0.34 A
FHLGJZZ2 0.93 2 0.34 1~
MEF + HMA Z2.6E—-03 2 0.34 A~
Control 2.AE—-03 3 0.27 A

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes

Anexo 84. Anova PtoR1

Analisis de la wvarian=za

Variable N R= B2 A CN
Expresion relatiwva 18 0.72 0.52 1&e.51

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo
F.WV. sSC gl CM F p—wvaloxr

Modelo 0.97 7 0.14 3.58 0.0337

Tratamientos 0.97 7 0.14 3.58 0.0337

Error 0.39 10 0.04

Total 1.36 17

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.73890
Error: 0.0388 gli: 10

Tratamientos Medias n E.E.
FE4+HMA+DBASI1I4+FHLGJIZ22 1.69 2 0.14 A
FE4+HMA+FHLGJTZ22 1.51 2 0.14 A
MEKP+HMA+DBAS1+FHLGJZ 2 1.23 2 0.14 B
MKP + HMA 1.11 2 0.14 A
FE4+DBASI1I+FHLGJZZ 1.08 3 0.11 A
FHLGJZZ 1.08 3 0.11 A
MEP+DBAS14+FHLGJTZ22 1.04 1 0.20 A
Control 0.96 3 0.11 A

Medias con una letra comin neo son significativamente diferentes

ITT)

III)

(o > 0.05)

(o > 0.05)
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Anexo 85. Anova SOD

Analisis de la wvarianza

Variable N R= R= AT Cw
Expresion relatiwva 21 0.07 0.00 28.42

Cuadro de Analisis de la WVarianza (SC tipeo III)

F.V. sSC gl CM F p—valor
Modelo 0.08 7 0.01 0.14 0.9930
Tratamientos 0.08 7 0.01 0.14 0.9930
Error 1.08 13 0.08
Total 1.16e 20

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.91605
FError: 0.0832 gl: 13

Tratamientos Medias n E.E.
MKP+DBAS1+FHLGJZ2 1.13 3 0.17 A
FE+HMA+DBEASI+FHLGJIZ2 1.07 3 0.17 A
FHLGJZ22 1.03 3 017 A
FE+HMA+FHLGJIJZ2Z 1.00 2 0.20 A
MKF + HMA 0.99 2 0.20 A
FE+DBAS1+FHLGJIZZ2 0.97 2 0.20 A
Control 0.95 3 0.17 A
MEKP+HMA+DBALS1+FHLGJZ 2 0.95 3 0.17 A

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)



