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RESUMEN

RESPUESTA DEL PEPINO A LA INOCULACION DE Azospirillum sp., Azospirillum

brasilense Y Glomus intraradices EN CONDICIONES DE INVERNADERO.

POR
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Resumen

El objetivo del trabajo fue determinar el efecto del hongo micorrizico arbuscular
(HMA) Glomus intraradices y de las bacterias promotoras de crecimiento de las plantas
(BPCP) y) sobre el rendimiento y la calidad del fruto de las plantas de pepino (Cucumis
sativus). La investigacion se realiz6 en un invernadero de la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coah., México de abril a julio de 2016. En el estudio se
usaron 30 esporas de Glomus intraradices (GI), 5x10° UFC/ml de Azospirillum
brasilense (AB) y 3x10° UFC/ml de Azospirillum sp (AS). Estos inoculantes se
aplicaron a las plantas crecidas en sustrato peatmos-perlita (4:1) y nutridas con dos
soluciones nutritivas (concentraciones de 75 y 100%) de la formulacién propuesta por
A. A. Steiner 1984. Las aplicaciones de los simbiontes se realizaron a los 30, 45 y 60
dias después de la siembra (DDS). Con la inoculacién de las plantas se encontraron
efectos estadisticos (p<0.01) en las variables altura, nimero de hojas, flores, didmetro de
tallo a los 45 dias después de la siembra (DDS), los valores més altos se registraron en
las plantas inoculadas en comparacion con las plantas testigo. De acuerdo a la prueba de
comparacion de medias de Tukey, p<0.05, con la inoculacién de Azospirillum sp mas
Glomus intraradices el rendimiento se increment6 en un 30% respecto al testigo. Y La
inoculacién de Azospirillum sp incrementé la firmeza. Se concluye que la aplicacion de
micorriza y rizobacterias tienen un potencial para ser empleadas en la produccion
sustentable del cultivo de pepino.

Palabras clave: Cucumis sativus, solucion Steiner, rendimiento.
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Abstract

The use of biofertilizers is a potential technology to increase plant yield without
affecting the environment. The aim of this study was to evaluate the effect of the
mycorrhiza Glomus intraradices (GI), and of the rhizobacteria Azospirillum sp (AS) and
Azospirillum brasilense (AB), and the co-inoculation of these microorganisms, in the
agronomic variables of cucumber. This work was carried out in the greenhouse of the
Antonio Narro Agrarian Autonomous University in 2016. The plants were cultivated in
peat moss-perlite substrate (4:1, v / v) with 75 % and 100 % Steiner universal nutrient
solution (SNUS). With the inoculation of the plants, statistical effects (P<0.01) were
found in height, number of leaves, flowers, and stem diameter at 45 days after sowing
(DAS), the highest values were recorded in the inoculated plants compared to the control
plants. The plants inoculated with GI and the co-inoculated show higher values than
control treatment in yield (Tukey, p<0.05). Inoculation with Azospirillum sp plus
Glomus intraradices increased the yield by 30% with respect to the control treatment.
Plants inoculated with Azospirillum sp increased the fruit firmness. It is concluded that
the application of mycorrhiza and rhizobacteria have a potential to be used in the
sustainable production of the cucumber crop.

Key words: Cucumis sativus, Steiner solution and yield.



INTRODUCCION

El pepino (Cucumis sativus) es de gran importancia para México y el mundo. En nuestro
pais, el pepino es una de las principales hortalizas para exportaciéon. En el 2014 el
volumen de la produccién fue de 708 mil toneladas, siendo Sinaloa, Michoacdn y Sonora
los principales estados productores y el valor de las exportaciones en ese mismo aio fue
de 222,308.6 miles de dolares (SIAP, 2015). Es una hortaliza que se produce a nivel
mundial (Wang et al., 2013) y comtiinmente se cultiva bajo condiciones de invernadero
(Sabir y Singh, 2013).

Se estima que para el 2020 la poblaciéon mundial serd de 8 billones, por lo que surge la
necesidad de hacer cambios en la agricultura para poder incrementar el rendimiento de
los cultivos y asi poder alimentar a toda esta poblaciéon (Gamalero y Glick., 2011). Al
mismo tiempo, se requiere de practicas de produccién que no contaminen durante el
proceso de produccién en el campo o invernadero para poder obtener alimentos de
calidad, (Zdravkovi¢l et al., 2015).

Para la produccion de hortalizas se requiere de grandes cantidades de fertilizantes
sintéticos para lograr altos rendimientos, lo que incrementa la inversidon que realizan los
productores del campo. Pues, actualmente los altos costos de los fertilizantes quimicos
son los principales problemas que se presentan en la agricultura. Ademds, el uso
excesivo de la fertilizacion quimica puede causar contaminacién ambiental, por los
minerales que se lixivian hacia el manto fredtico. Por este motivo, se hace necesario
incorporar tecnologias que permitan reducir el uso de los fertilizantes sintéticos y en
consecuencia reducir los costos en la produccién horticola.

En la actualidad, el uso de los biofertilizantes a base de hongos micorrizicos abusculares
(HMA) y/o bacterias promotoras de crecimiento de las plantas (BPCV) tienen
importancia econémica y ecoldgica en la produccién agricola (Diaz et al., 2015). Los
biofertilizantes pueden elevar la productividad ya que son de bajo costo comparado con
los fertilizantes quimicos y tienen la ventaja de no contaminar al ambiente (Srinivasan et
al., 2014). Y son de gran aceptacién por todo el mundo por los beneficios que
proporcionan, ademds en las ultimas dos décadas el uso de las BPCV ha ido

incrementando considerablemente en muchas partes del mundo (Figueiredo et al.,



2010). Ademds de lo econémico y bioldgico, que resultan ser los inoculantes
microbianos. Estos pueden usarse en los sistemas agricolas sostenibles (Diaz et al.,
2015).

Ademas del rendimiento de las plantas, otro factor que se considera en el proceso de
produccion es la calidad del producto, por lo que se ha definido varios indicadores de la
calidad. Uno de los pardmetros mds importantes de calidad de los productos agricolas
son las propiedades mecanicas (Jahangir et al., 2016). Por lo que es un factor importante
a considerar en el proceso de produccién. En pepino (Shimomura et al., 2016) afirman
que la firmeza y la forma son los pardmetros de calidad mas importante en el pepino,
porque des éstas se derivan el precio de producto en el mercado.

Kaymak (2010) menciona que las BPCV como Azospirillum incrementan el rendimiento
de los cultivos por la fijacion de nitrégeno, secrecién de hormonas reguladoras de
crecimiento como las auxinas, giberelinas, citocininas, y por el incremento de la
absorcién de fésforo. Del mismo modo, la simbiosis entre HMA con la planta
incrementa la absorciéon de minerales como fésforo, zinc y cobre (Ortas, 2010).
Asimismo, los HMA ayudan a la absorcion de nitrégeno (Hodge and Storer 2015). Las
micorrizas y las rizobacterias han sido sugeridos para usarlos en la agricultura para
reducir la fertilizacién quimica (Bona y Todes, 2016). Bajo este contexto, se formularon
propuestas de investigacién que tienen por objetivos e hipédtesis que se enuncian a

continuacion:



Objetivo general
Determinar el efecto de la rizobacterias Azospirillum brasilense, Azospirillum sp y
Glomus intraradices en las variables agronémicas y de calidad del fruto de pepino
(Cucumis sativus).
Objetivos especificos:

1) Determinar el rendimiento del pepino con la aplicacion de Azospirillum sp,
Azospirillum brasilense y Glomus intraradices en condiciones de invernadero.

2) Evaluar el efecto de las BPCV Azospirillum sp, Azospirillum brasilense y de la
micorriza arbuscular Glomus intraradices en la firmeza, didmetro polar y ecuatorial del

fruto de pepino.

Hipétesis planteada
Con la aplicacion de las rizobacterias y micorrizas se logrard incrementar el rendimiento

y calidad del fruto de pepino.



REVISION DE LITERATURA

El pepino es una de las hortalizas que a menudo sufre de estrés por sequia u otros
factores ambientales durante su desarrollo lo que provoca una reduccion en la calidad y
en el rendimiento del cultivo (Wang et al., 2013), se sabe el estrés hidrico afecta a la
nitrato reductasa, enzima que participa en la asimilacién del nitrato (Kohler et al., 2008).
Las BPCV tienen la capacidad de producir enzimas antioxidantes y asi evitar el dafio
oxidativo producidos bajo las condiciones de estrés hidrico. Ademads, incrementar la

acumulacién de prolina (Kohler et al., 2008).

Bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (BPCV).

Las bacterias que son capaces de incrementar el crecimiento de las plantas son conocidas
como bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV), y tienen importancia
econdmica y ecoldgica en la produccion agricola (Diaz et al., 2015). Han sido usado por
décadas para la produccién de cultivos (Hayat et al., 2010).Las BPCV de acuerdo a
Ahamd et al. (2015) argumentan que se hace mds eficiente el uso de los fertilizantes
quimicos al colonizar la rizosfera. Estas bacterias, pueden localizarse en la rizosfera o
entre los espacios celulares del cortex de la raiz (Bhattacharyya y Jha., 2012). Las
bacterias que pueden degradar el 1-aminociclopropano-1- acido carboxilico, tienen la
ventaja de utilizarlo como fuente de carbono (Van, 2007).

Por los mecanismos que presentan las BPCV pueden ser considerados como
fitoestimuladores o biopesticidas (Bhattacharyya y jha., 2012).

El crecimiento y desarrollo de las plantas por las BPCV, es debido principalmente a dos
diferentes mecanismos:

a) Mecanismos directos. Fijacion de nitrogeno (Kaymak, 2010; Fibach et al.
2012;), solubilizacién de foésforo (Bhattacharyya y jha., 2012) y Produccién de
hormonas reguladoras de crecimiento de las plantas (Hayat et al., 2010), 6xido nitrico y
sider6foros que secuestran al hierro (Cassan et al., 2014).

b) Mecanismos indirectos. Produccion de acido cianhidrico (HCN) o bien la
produccién de quitinas, B -1,3- glucanasa, que degradan las paredes celulares de los

hongos (Vessey, 2003;Hayat et al., 2010). Y producciéon de la enzima 1-



aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminasa, que elimina el efecto del etileno
via enzima ACC deaminasa, ya que en altas concentraciones el etileno provoca

defoliacién ya que reducen el desarrollo de los cultivos (Bhattacharyya y jha, 2012).

Géneros de BPCV
Las BPCV incluyen varios géneros, entre los que destacan Azospirillum, Bacillus,

Burkholderia, Klebsiella, Pseudomonas, entre otras (Kaymak, 2011).

Azospirillum

Azospirilllum es una de las bacterias més estudiadas dentro de las BPCV (Pereg et al.,
2016). Las investigaciones con Azospirillum iniciaron desde la década de los 70s del
siglo pasado (Hartman et al., 2009), si bien, en un inicio los estudios con Azospirillum
se realizaron en cereales, actualmente se sabe que este género incrementa el crecimiento
de 113 especies de plantas (Pereg et al., 2016). Orta et al. (2015) reportan que la cepa
Azospirillum sp. AzTT2 tiene la capacidad de producir 106,06 ug mL™ de 4cido indol
acético, fitohormona responsable de promover el crecimiento de las plantas. Ademads

producen citocininas y giberelinas fitohormonas que estimulan el desarrollo de las raices

(Van, 2007).

Respuestas agronémicas con Azospirillum

Bajehbaj et al. (2010) realizaron estudios en plantas de girasol y observaron que si a la
fertilizacién nitrogenada se complementa con Azospirillum a concentracién de 2X10’
células/g se reduce el uso de la fertilizacion nitrogenada y se incrementa el rendimiento
de grano.

Otra cualidad de las BPCV que las hace importantes es que estas pueden disminuir el
nimero de enfermedades de la planta o bien reducir la severidad de las enfermedades
(Van, 2007) y por consiguiente incrementar el rendimiento de los cultivos.

Se ha demostrado resultados positivos al aplicar Azospirillum en cultivos agricolas

como maiz, trigo, cafia de azicar y en arroz (Okumura et al., 2013).



Hongos micorrizicos arbusculares

Estos hongos interactian con la planta por medio de las hifas, arbisculos y vesiculas
(Al-Hmoud y Al-Momany, 2015), forman simbiosis con la mayoria de las plantas
vasculares (Srinivasan et al., 2014).

Las micorrizas son asociaciones simbidticas que se presentan entre los hongos y las
plantas, estas, dispersan su micelio afuera de las raices para poder acceder a los
minerales y agua del suelo (Mosa et al., 2014). Por lo que incrementan el volumen del
suelo explorado, lo que a su vez permite la absorcién de nutrientes menos méviles como
el cobre y fésforo (Labidi et al., 2012).

Los hongos micorrizicos liberan enzimas como las fosfatasas que liberan el fosforo
orgdnico del suelo (Marnschner y Dell, 1994). El uso de estos simbiontes en la
agricultura sostenible se debe a la capacidad de estos para formar simbiosis con la

mayoria de las plantas superiores (Srinivasan et al., 2014).

Taxonomia. En la actualidad se reconocen 214 especies de hongos micorrizicos

arbusculares (HMA), 19 generos, 13 familias, 4 6rdenes y una clase (Run et al., 2009).
Especies que se encuentran en el phylum Glomeromycota (Redecker et al., 2013).
Los HMA se agrupan en tres grupos: las ectomicorrizas, las micorrizas ericoides y las
micorrizas arbusculares (Marnschner y Dell 1994). Son simbiontes obligados
dependientes del carbono de las plantas para su energia (Veresoglou et al., 2014).

Genero Glomus. Se presume que Glomus spp ha sido el més estudiado de los

hongos micorrizicos arbusculares (Avis et al., 2008).

Respuestas agronémicas con Glomus

Estudios realizados en diferentes cultivos han demostrado efectos positivos de los
hongos micorrizicos arbusculares en las plantas. En estudios realizados por Conversa et
al. (2012) en plantas de tomate se observé que las plantas inoculadas con Glomus
intraradices incrementaron el rendimiento. En otro estudio hecho por Dasgan et al.
(2008) mencionan que la inoculaciéon con Glomus musaceae incrementé el rendimiento
en plantas de tomate en cultivo sin suelo. Ademads, Subramanian et al. (2014) observaron

que Glomus intraradices incremento el rendimiento de grano en plantas de maiz. La



coinoculacion de los HMA y las BPCP han demostrado efectos positivos en plantas de
sorgo, tal como lo sefiala Diaz et al. (2015) estos autores mencionan que las plantas

inoculada superaron a las plantas testigo en altura y didmetro de tallo.

Vitamina c (acido ascorbico)

La vitamina C, forma parte del sistema antioxidante de las plantas, tiene una funcién
importante en la senescencia y en la maduracién del fruto (Sharma y Rao 2013). Los
antioxidantes en las plantas tienen gran importancia para contrarrestar los efectos del

estrés que se presentan en las plantas.

Solidos solubles totales

Hay varios formas para cuantificar el contenido de azucar en los frutos y varios factores
que intervienen en el contenido de estos en el fruto, la radiacién solar, el tiempo de
cosecha o estado de maduracion del fruto son los factores que intervienen en la dulzura
del fruto, una de los métodos para medir el contenido de azucares es el uso del indice de
refractémetro, que mide el contenido de solidos solubles disueltos en una solucién

(Beckles, 2012).

Calidad

La calidad de los frutos agricolas estd dada por la apariencia del fruto, composicion
nutrimental, sabor, textura, que no estén contaminados por organismos microbiolégicos,
productos quimicos (Shimomura et al., 2016). La firmeza el color y el tamafio son
factores que determinan el precio del producto en el mercado. La forma del fruto y su

textura, como la firmeza, son los principales indicadores del precio del producto en el

mercado (Dhall et al., 2012).

Firmeza

Uno de los atributos del pepino para la valoracion la calidad es la firmeza (Meng et al.,
2014). Por lo tanto, en un sistema de produccién de pepino se tiene que balancear la
calidad y el rendimiento del fruto y asi para la obtencién de mejores ingresos (Gomez et

al., 2006).



MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

La investigaciéon se realizé en un invernadero de la Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro, Saltillo, Coah., México de abril a julio de 2016. Se midi6 la temperatura
y humedad relativa dentro del invernadero durante el experimento, con un termo-
higrémetro marca Taylor. La temperatura minima fue de 15.5 °C y la madaxima fue de
32.5 °C. La humedad relativa minima y méxima fue de 29.5 y 74.4% respectivamente.
La fluctuacion de la temperatura y humedad durante el experimento se presnta en la

figura 1 y 2, respectivamente.

Establecimiento del cultivo

Se realiz6 una siembra directa con semillas de pepino hibrido cv. Centauro (Fito) en
bolsas de plastico de color negro de 10 L con mezcla de sustrato de peat moss y perlita
en una proporciéon de (4:1, v:v). La distancia entre plantas fue de 0.3 m y el espacio

entre bloques de 1.0 m. Los tratamientos evaluados se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos evaluados en experimento de pepino hibrido cv. Centauro

inoculadas con Azospirillum brasilense, Azospirillum sp. y Glomus intraradices.

Tratamientos Solucién Steiner (%) Inoculantes

1 75 Sin inoculante

2 75 Azospirillum brasilense (AB)
3 75 Azospirillum sp. (AS)

4 75 Glomus intrardices (GI)

5 75 AB y GI

6 75 AS y GI

7 100 Sin inoculante

8 100 Azospirillum brasilense (AB)
9 100 Azospirillum sp. (AS)

10 100 Glomus intrardices (GI)

11 100 AB y GI

12 100 ASyGI
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Figura 1. Temperatura minima y méxima registrada durante el experimento.
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Figura 2. Humedad relativa minima y maxima presentadas durante el experimento.

Inoculaciéon de las plantas

La inoculacién de las plantas se realizé a los 15, 30 y 45 dias después de la siembra

(DDS), aplicando 5X10* UFC/ml de Azospirillum brasilense por planta. Para los

tratamientos con Azospirillum sp. se aplicd 3x10® UFC/ml de esta bacteria, y para los
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tratamientos con Glomus intraradices se aplicaron 30 esporas de esta micorriza por

planta.

Nutricion del cultivo

Para la nutricién de las plantas se utilizé la solucién nutritiva Steiner (1984), N=12
meq.L”, P=1 meq.L"!, K=7 meq.L"!, Ca=9 meq.L", Mg=4 meq.L", S=7 meq.L"") en dos
diferentes concentraciones (75% y 100%) los micronutrimentos se agregaron utilizando
un complejo de micronutrientes quelatados. Los tratamiento del 1 al 6 se regaron con la
solucion nutritiva al 75 %, mientras que para los tratamientos 7 al 12 se usé la solucién
nutritiva al 100 % (Cuadro 1). El pH de la solucién nutritiva se ajustd de 6.3-6.5 con

acido nitrico y acido sulftrico.

Variables agronémicas evaluadas

Se hicieron dos evaluaciones durante el experimento. La primera se realiz6 a los 45
DDS en la que se midi6 la altura, nimero de hojas y frutos. La altura se midié desde la
base del tallo hasta el brote apical. Para el registro de nimero de hojas de la primera y
segunda evaluacion se contaron las hojas completamente expandidas. Para la estimacion
del nimero de frutos a los 45 DDS, se registraron nimero de flores. Mientras que para la
segunda evaluacién a los 120 DDS se contaron solamente los frutos completamente
desarrollados (frutos cosechados). Para la determinacion del peso fresco de hoja, tallo y
fruto, se extrajo la planta del contenedor y se pesé por separado cada 6rgano con una
balanza Ohaus CSseries. Posteriormente estos 6rganos se introdujeron estos a una estufa
de secado HDP-334 a 60° C hasta alcanzar peso constante, para medir el peso de la

materia seca se utilizé una balanza digital HR-200.

Variables de calidad evaluadas

Las variables evaluadas en el fruto fueron: firmeza del fruto (FF), vitamina C del fruto
(VCF), solidos solubles totales del fruto (SSTF), didmetro polar (DPF) y didmetro
ecuatorial del fruto (DEF). Estas valoraciones se realizaron inmediatamente después del
corte del fruto. La firmeza del fruto se determind con un penetrémetro modelo FT-327

con puntilla de ocho mm, después de eliminar la estructura externa del fruto (aprox.
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3mm de grosor), y los valores de la firmeza del fruto se registraron en Kg/cm® Para la
estimacion del contenido de sélidos solubles totales se colocaron gotas del jugo del fruto
en el lector del refractémetro digital (HI 96801) y las lecturas se registraron en °Brix. El
contenido de vitamina C se estimé en el segundo corte, por el método de 2,6
dicloroindolfenol (A.O.A.C., 1980), para la estimacién del didmetro polar se usé una
cinta métrica y para el didmetro ecuatorial del fruto se usé un vernier electrénico

(DIGITAL CALIPER).

Estimacion del porcentaje de micorrizacion

Para la determinacion del porcentaje de micorrizacion, las raices se lavaron con agua
para remover el sustrato adherido y después se clarearon con KOH al 10%
posteriormente se tifieron con azul de tripano de acuerdo con la metodologia de Phillips
y Hayman. (1970). El porcentaje de estructuras flingicas se determiné a partir de las
raices tenidas. Se cortaron las raices en segmentos de 1 cm de longitud y se colocaron
20 segmentos con 3 repeticiones en portaobjetos para su observacion microscopica a
40x. El porcentaje de colonizacién micorrizica se determind dividiendo el nimero de
segmentos colonizados entre el nimero de segmentos observados multiplicados por 100

(Sieverding, 1983).

Recuento de Azospirillum

El recuento de Azospirillum sp y Azospirillum brasilense se realiz6 a los 120 DDS. Se
extrajeron las raices y se lavaron con agua para eliminar el sustrato adherido. Después,
las raices de desinfectaron con alcohol y por ultimo con agua destilada. Las raices
desinfectadas se colocaron en tubos de ensaye que contenia cloruro de sodio al 0.085 %
incubdndolo a una temperatura a 30 ° C por 48 h. Después de este tiempo, se tomd un ml
de la solucion salina para diluirlo en 9 ml del medio semisélido de NFB (Dobereiner and
Day, 1976) incubdndolo por 24 h a una temperatura de 30° C. del medio semiliquido se
tom6 un ml para hacer diluciones sucesivas hasta 10" UFC/ml, de las cuales se tomaron
alicuotas para sembrarlas en cajas Petri conteniendo medio sélido de NFB-azul de

bromotimol. 24 horas después se realiz6 el recuento de las UFC/ml.
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Diseiio y analisis estadistico

Se utiliz6é un disefio experimental factorial 2*6, dos niveles de nutricion (SNUS 75% y
SNUS 100%) por seis niveles de inoculacién (AB, AN, GI, AB con GI, AN con GI y un
testigo) en bloques completamente al azar. Tres repeticiones por tratamiento y dos
plantas por unidad experimental. El andlisis de varianza y la prueba del rango multiple

de Tukey (p< 0.05) se estimo6 con el programa SAS 9.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de las variables agronémicas a los 45 DDS

En la primera evaluacion, el anélisis de varianza mostré efecto significativo para los
inoculantes en altura de plantas, nimero de hojas, nimero de flores y didmetro de tallo a
los 45 DDS (Cuadro 2). Para el factor solucion nutritiva y la interaccion no se detectaron

efectos significativos (Cuadro 2).

Altura de plantas. Los mejores resultados para la altura de plantas se obtuvieron con la
inoculaciéon del HMA Glomus intraradices solo o acompafado con la BPCV
Azospirillum sp (Cuadro 2). Con la aplicacion de Glomus intraradices, la altura de
plantas increment6 en un 25 % respecto al testigo y con la coinoculacién de Glomus
intraradices mas Azospirillum sp en un 20%. No se encontraron diferencias
significativas con las inoculaciones simples con Azospirillum sp o Azospirilllum
brasilense. Asimismo, la coinoculacién entre Azospirillum brasilense y Glomus

intraradices no superaron significativamente al testigo.

Numero de hojas. El nimero de hojas se incrementé en un 15% con la inoculacién del
HMA, la inoculacién simple con las rizobacterias o con la inoculacién combinada con la

micorriza no mostraron diferencia significativa (Cuadro 2).

Numero de flores. Para el nimero de flores el mejor inoculante siguié siendo el HMA
(Cuadro 2), pues con la inoculacién de este simbionte el niimero de flores se incrementd
hasta en un 24 % respecto al testigo. Las inoculaciones y coinoculaciones con micorriza

y rizobacterias no mostraron diferencia estadistica en el nimero de flores (Cuadro 2).

Diametro de tallo. El didametro de tallo incrementd con la aplicacién de los inoculantes,
se observaron diferencias significativas entre los inoculantes y el testigo, excepto con
Azospirillum brasilense que fue estadisticamente igual al testigo. Las aplicaciones
individuales de Azospirillum sp y Glomus intraradices increment6 en un 7% el didmetro

de tallo, mientras que la inoculacién conjunta entre estos incrementd el 10 %, respeto al
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testigo. A. brasilense solo el didmetro del tallo cuando se aplicé conjuntamente con

Glomus intraradices en un 5 % respecto al testigo.

Cuadro 2. Prueba de comparaciéon de medias (Tukey, p<0.05) de la fertilizacién quimica
y de los inoculantes en las variables agronomicas, a los 45 dias después de la siembra en

el cultivo de pepino hibrido Centauro.

Factores ALT (cm) NH NF DDT (mm)

Solucion nutritiva (SN)
SNUS 75% 45.34 8.39 6.72 10.58
SNUS 100 % 43.83 8.56 7.06 10.45

Inoculante (I)

Sin inoculante 37.25b 7.83b 5.8b 993 ¢
AB 45.25 ab 8.50 ab 7 ab 10.28 be
AS 45.45 ab 8.50 ab 7 ab 10.70 ab
GI 4991 a 9.17 a 7.67 a 10.70 ab
AB maés GI 43 ab 8.50 ab 7 ab 10.45b
AS mas GI 46.67 a 8.33 ab 6.83 ab 11.02 a
SN * 1 p<0.10 p <0.15 p <0.27 p <0.15

En cada columna, valores con la misma letra no son significativamente diferentes en p<0.05. Donde:
ALT = altura, NH = niimero de hojas, NF = nimero de flores, DDT = didmetro de tallo, AB =
Azospirillum brasilense, AS = Azospirillum sp., Gl = Glomus intraradices.

Babaj et al. (2014), registraron una mayor altura y mayor nimero de hojas en las plantas
de pepino inoculadas con Glomus spp que las plantas testigo. Resultados similares
encontraron Mangman et al. (2015) en la altura, numero de hojas didmetro de tallo en
pléntulas de tomate al inocular Azospirillum brasilense cepa sp7. Sarwade et al. (2011)
observaron que con la coinoculaciéon de Glomus faciculatum y Tricoderma se
incremento el didmetro de tallo, numero de hojas de chile (Capsicum annum). Diaz et al.
(2015) al inocular hongos micorrizicos arbusculares y rizobacterias en plantas de sorgo

obtuvieron valores mayores en la altura y didmetro de tallo. El incremento en el
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crecimiento de las plantas estd relacionada por la produccién de fitohormonas como
auxinas, citocininas y giberelinas (Van, 2007; Hayat et al., 2010). Azospirillum tiene la
capacidad de producir auxinas, fitohormona que promueve el crecimiento de las plantas
(Fibach et al., 2012). Al igual que las rizobacterias los hongos micorrizicos tiene la
capacidad de mejorar la absorcion de nutrientes. Las micorrizas arbusculares realizan un
transporte eficiente del fésforo (Krajinski ef al., 2014), mejoran la absorcién de cobre y

zinc (Ortas, 2010), ayudan a la absorcién de nitrogeno (Hodge y Storer, 2015).

Evaluacion de las variables agronémicas a los 120 DDS

Rendimiento

El andlisis de varianza para el rendimiento, mostré que no fue afectado
significativamente por la concentraciéon de la solucién nutritiva, ni hubo efecto de
interaccion entre factores (Cuadro 3). Al realizar la comparaciéon de medias se observo
que la coinoculacién del HMA Glomus intraradices més la rizobacteria Azospirillum sp.
incrementaron el rendimiento de las plantas hasta un 30% respecto al testigo, mientras
que la inoculacién con el HMA mdés A. brasilense en un 24%. Con la inoculacién
individual del HMA el incremento del rendimiento fue del 27%. La sola inoculacién con
A. brasilense o Azospirillum sp. el aumento en la produccién fue de 12% y 19 %,
respectivamente. La solucién nutritiva al 75% y al 100% no tuvo un efecto significativo
sobre el rendimiento. Saeed et al. (2015) obtuvieron mayor rendimiento en las plantas
de pepino que fueron biofertilizadas. En otro estudio realizado por Ortas (2010)
demostré que con la aplicacion de Glomus etunicatum y Glomus mosseae se obtuvo el
mayor rendimiento en plantas de pepino. Dasgan et al. (2008) reportan incrementos en el
rendimiento de plantas de tomate en cultivo sin suelo por efecto de Glomus
fasciculatum. Rouphael et al. (2010) consideran que el alto rendimiento de las plantas
inoculadas con la micorriza arbuscular se debe a la mayor capacidad fotosintética que
estas plantas presentan. Los efectos positivos las rizobacterias pueden atribuirse a la
capacidad de estas para la fijaciéon de nitrégeno, promocién del crecimiento y en la
mejor absorcion de nutrientes. Asimismo, la simbiosis entre la micorriza y la planta

mejora la absorcién de minerales como fésforo, zinc y cobre (Ortas, 2010).
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Cuadro 3. Efecto de la fertilizaciéon quimica y de los inoculantes sobre las variables

agrondémicas rendimiento, altura de planta, peso fresco de tallo, peso seco de tallo,

nimero de frutos a los 120 dias después de la siembra en el cultivo de pepino hibrido

Centauro. Comparacion de medias (Tukey, P<0.05).

Factores REND ALT PFT PST NFR
(Kg/P) (cm) (Kg) (€9)

SN

SNUS 75% 4.13 384 a 0.24 a 2478 a 11.06

SNUS 100 % 3.89 361 b 0.21b 22.14b 10.11

Inoculante (I)

SI 321b 378 0.22 24.09 9.33 ab

AB 3.65 ab 380 0.23 25.5 11.33 ab

AS 3.97 ab 389 0.24 24.16 11.17 ab

GI 4.39 ab 349 0.21 21.68 1233 a

AB mis GI 4.20 ab 371 0.24 23.76 9b

AS mas GI 4.64 a 368 0.21 21.57 10.33 ab

SN *1 p<0.15 p<0.91 p<0.30 p<0.11 p<0.30

Doénde: REND= rendimiento, P = planta, ALT = altura, PFT=peso fresco de tallo, PST=peso seco de tallo,
NFR= ndmero de frutos, SN= Solucién nutritiva. AB = Azospirillum brasilense, AS = Azospirillum sp.,
GI = Glomus intraradices. En cada columna, valores con la misma letra no son significativamente

diferentes en p<0.05.
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Altura, peso fresco y seco del tallo, y nimero de frutos.

La altura, el peso fresco y seco del tallo de las plantas fue afectado significativamente
por la concentracién de la solucién nutritiva. Sin embargo, el nimero de hojas, peso
fresco y seco de la hoja no fueron afectadas significativamente por la solucién nutritiva,
ni por los inoculantes (Cuadro 4). Castafieda et al. (2013) mencionan que la altura de
plantas de fresa no se incrementd significativamente por la aplicacion de Azospirillum.
Reyes et al. (2014) no encontraron diferencia estadistica por la aplicacién de
Azospirillum brasilense, Rhisophagus irregularis y Pseudomonas sp. en la biomasa seca

del tallo y hoja en chile habanero (Capsicum chinense).

Numero de frutos

El mayor nimero de frutos se registré en las plantas que fueron inoculadas, excepto en
las plantas que fueron coinoculadas con Glomus intraradices mas Azospirillum
brasilense. Dursun et al. (2010) demostraron que el mayor nimero de frutos de las
plantas de tomate se obtuvo en plantas inoculadas con las BPCV Bacillus,
Acinetobacter, y Pantonea que las plantas testigo. En otro estudio realizado por Gul et
al. (2013) observaron que plantas de pepino inoculadas con las rizobacterias
Pseudomonas putida y Serratia marcescens, incrementaron el nimero de fruto y por
consiguiente el rendimiento. En forma general, las plantas inoculadas mostraron mayor

ndmero de frutos.

Colonizacion micorrizica

La colonizacién micorrizica en las plantas inoculadas con el HMA fue de 33%, mientras
que las plantas que testigo fue del 4%. En plantas de tomate inoculadas con Glomus
fasciculatum crecidas en cultivo sin suelo (Dasgan et al. 2008) registraron una
colonizacién micorrizica de 28% y 0% en las plantas testigo. Estos resultados son
similares aunque en las plantas testigo de este estudio si presentaron colonizacién
micorrizica. Este resultado pudo deberse a que en el drea de estudio se establecieron
cultivos con suelo. La mayor colonizacion micorrizica se presentd en la inoculacion
dual, Glomus méas Azospirillum sp. Resultados similares obtuvo Sarwade et al. (2011),

quienes observaron mayor colonizacién micorrizica en plantas de chile (Capsicum
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anuum var. Jwala) coinoculadas con especies de  Trichoderma mas Glomus
fascciculatum. En pepino (Rouphael y cardereli, 2010) reportan que la colonizacién
micorrizica varia entre variedades de pepino, estos autores registraron valores de 12.7%

hasta de 21.8% de porcentaje de colonizacidén micorrizica.

Cuadro 4. Efecto de la fertilizaciéon quimica y de los inoculantes sobre las variables
agrondmicas nimero de hojas, peso fresco de la hoja, peso seco de la hoja, recuento de
ufc de Azospirillum, colonizacién micorrizica a los 120 dias después de la siembra en el
cultivo de pepino hibrido Centauro. Comparacién de medias (Tukey, P<0.05).

Factores NH PFH PSH Recuento de Colonizacién
micorrizica
€3] () UFC/ml (%)
SN
SNUS 75% 34.22 0.42 54.05 21527786 19.0
SNUS 100 % 34.16 0.40 49.62 20388889 19.3

Inoculante (I)

SI 35.33 043 5076 0 d 4lc
AB 33.5 042 5476 32875000 b 3.0c¢
AS 33.83 039 5279 33916667 b 3.6¢
GI 33.5 039 5294 24 d 33.0b
AB mis GI 33.33 043  51.08 43333333 a 325b
AS més GI 35.67 039 4869 15625000 ¢ 38.0a
SN * p<043  p<027 p<0.46  P<0.00 P<0.00

Doénde: PFH=peso fresco de las hojas, PSH=peso seco de las hojas, NH= nimero de hojas, SN= Solucién
nutritiva. AB = Azospirillum brasilense, AS = Azospirillum sp., Gl = Glomus intraradices, UFC = unidad
formadora de colonias, En cada columna, valores con la misma letra no son significativamente diferentes
en p<0.05.
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Recuento de las bacterias

En el andlisis de varianza se observé diferencias altamente significativas en la
colonizacién bacteriana. La mayor colonizacidn se presenté en las plantas que fueron
coinoculadas con Azospirillum brasilense mas Glomus intraradices. En forma general,
se observo para este estudio que la colonizacion oscilo de 10" a 10" ufc/ml.

En pepino crecidas en perlita (Gul ef al. 2013) demostré que la colonizacién de la
BPCV Pseudomonas, presenta una poblacién dindmica, reporta valores de 10° ufc/ml a

10° ufc, segtin el estado fenoldgico de la planta.

Calidad del fruto

Al realizar el anélisis de varianza se detectdé que la concentracion de la solucién
nutritiva no afecto significativamente a la firmeza, contenido de vitamina C, ni en el
didametro ecuatorial del fruto. Mientras que, el contenido de sélidos solubles (SSTF) y
didmetro polar del fruto, fueron afectadas significativamente. La firmeza y el didmetro
polar fueron afectados significativamente por los inoculantes. Sin embargo el didmetro

ecuatorial no fue afectado por los la inoculacién.

Sélidos solubles totales del fruto

El contenido de SSTF encontrados en este estudio fue de 2.7 ° brix en plantas nutridas
con la concentracién al 75 % de la SNUS y de 2.9°brix en con la SNUS al 100%.
Moreno et al. (2013) mencionan que el contenido SST en pepino varia dependiendo del
cultivar, reporta valores desde 2.8 hasta 3.7°brix, mientras que Galindo et al. (2014)
seflalan 2.5°brix con fertilizacién orgdnica. Asimismo, Moreno et al. (2015), afirman
que el contenido de SSTF varia segun la concentracién de la solucién nutritiva, 2.9 y 3.3
°brix con la SNUS al 50 y 100%, respectivamente. Gémez et al. (2006) afirman que el
contenido de sélidos solubles en el pepino puede variar en funcién de los nutrientes, en
la época de cultivo y técnicas del cultivo sin suelo. Los inoculantes no afectaron

significativamente el contenido de SSTF.
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Firmeza

La firmeza fue influenciada significativamente por la aplicaciéon de la micorriza y
rizobacterias. Al realizar la comparacion de medias, se observo que las BPCV afectaron
positivamente la firmeza del fruto la inoculacién con Azospirillum sp incrementd en un
16 % la firmeza del fruto respecto al fruto de las plantas testigo. En pepino (del Amor
et al., 2008) observaron que plantas inoculadas con Azospirillum incrementaron el
grosor del pericarpio del pepino en las plantas inoculadas. Este mismo autor menciona
que las plantas fertilizadas con baja dosis de nitrégeno e inoculadas con Azospirillum

brasiliense presenta la tendencia de mejorar las propiedades fisicas del fruto.

Diametro polar

El didmetro polar fue influenciado significativamente por la aplicacién de la micorriza y
rizobacterias. Las plantas inoculadas con micorriza y rizobacterias produjeron frutos de
mayor didmetro polar que las plantas testigo (Cuadro 5). Saeed et al 2015 reportan que
el mayor tamafio del fruto de pepino cultivadas en invernadero se obtuvo en la plantas
inoculadas con Azotobacter al compararlas con las plantas testigo. Similarmente, Nzanza
(2012), encontré un incremento del 8 % en la longitud del fruto de jitomate al inocular
Glomus mosaceae. El efecto de la inoculacién sobre la el incremento del didmetro polar
del fruto puede deberse al efecto de la liberaciéon de las fitohormonas, principalmente a
las auxinas que incrementan la elongacién celular y por consiguiente el incremento

tamafio del fruto.

Vitamina C

No hubo efecto significativo de la inoculacién o de la solucién nutritiva sobre el
contenido de vitamina C del fruto. Sin embargo esta variable fue afectada
significativamente por la interacciéon solucién nutritiva * inoculacion. En tomate
(Nzanza et al., 2012), reportan que las plantas que fueron inoculadas con la HMA
Glomus mosseae no incrementaron significativamente el contenido de vitamina c en el
fruto, también mencionan que el tiempo de inoculacién (antes o después de la siembra)
influye en la calidad del fruto. El contenido relativamente bajo de vitamina c en el fruto

puede deberse al estado inmaduro del fruto, pues en calabaza (Sharma and Rao., 2013)



21

detectaron que el contenido de vitamina c varia significativamente segin la fase de
desarrollo del fruto, estos autores registraron valores de 4.3 hasta 15.3 mg/100 g de peso

fresco.

Cuadro 5. Efecto de la fertilizacién quimica y de los inoculantes sobre las variables de
calidad a los en el cultivo de pepino hibrido Centauro. Comparaciéon de medias (Tukey,

P<0.05).

Factores Firmeza Vitamina C SSTF DE (cm) DP (cm)
(kg/cmz) (mg/100g) (°Brix)

Solucién nutritiva

(SN)

SNUS 75% 4.67 8.57 2.72b 5.18 23.19b

SNUS 100 % 4.80 8.48 290 a 5.27 24.29 a

Inoculante

Sin inoculante 4.35b 8.48 2.75 5.18 22.08 b

AB 4.83 ab 8.25 2.75 5.25 24.58 a

AS 520a 8.81 2.93 5.20 2442 a

GI 4.77 ab 8.89 2.75 5.28 2412 a

AB y GI 4.78 ab 8.13 2.80 5.07 2335a

AS y GI 4.50b 8.62 2.88 5.37 2392 a

SN * 1 P<0.6656 P<0.0106 P<0.2046 P<0.6651 P<0.1032

Dénde: SSTF = solidos solubles totales del fruto, DEF = diametro ecuatorial del fruto, DPF = diametro
polar del fruto. AB = Azospirillum brasilense, En cada columna, valores con la misma letra no son
significativamente diferentes en p<0.05.
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CONCLUSIONES

La aplicacion de Glomus intraradices incrementd en variables agrondmicas la altura,
nimero de hojas, nimero de flores a los 45 DDS, y el didmetro de tallo con Glomus
intraradices combinado Azospirillum sp. Asimismo, la coinoculacion de Azospirillum sp
mas Glomus intraradices el rendimiento y calidad de fruto en relacién a la firmeza. Por
lo que estos simbiontes tienen un potencial para ser empleadas en la produccion

sustentable del pepino.
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