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El uso de microorganismos rizosféricos cada vez es mas frecuente en la agricultura ya
que estos han demostrado ser capaces de estimular el crecimiento de las plantas debido
al amplio rango de interacciones benéficas que establecen con las raices y la activacion
de mecanismos como la producciédn de sideréforos, antibioticos, induccion de resistencia
al estrés biotico y abiotico y, la fijacion de nitrogeno. En el presente trabajo se evalud el
efecto del uso de diferentes dosis de un biofertilizante a base de Azospirillum brasilense
y micorriza en un cultivo de espinaca. La investigacion se llevo a cabo en la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro y en el Colegio de Postgraduados Campus
Montecillo. Se utilizé un disefio de bloques completos al azar con cinco tratamientos y
cuatro repeticiones. Los tratamientos corresponden a T1 (Testigo absoluto sin
coinoculacion ni solucion nutritiva), T2 (Solucion nutritiva Steiner Completa), T3
(Coinoculacion en siembra y trasplante + solucion nutritiva Steiner —-N -P), T4
(Coinoculacién en siembra, trasplante y diez dias después del trasplante + solucién
nutritiva Steiner — N, -P), T5 (Coinoculacion en siembra, trasplante, diez y 20 dias
después del trasplante + Solucion nutritiva Steiner -N —P). Previo a la siembra, las
semillas se coinocularon con los microorganismos durante 24 horas, posteriormente se
sembraron en charolas de poliestireno de 200 cavidades. Cuando las plantulas estuvieron
listas fueron trasplantadas a bolsas negras que contenian como sustrato una mezcla de
peat moss + perlita + suelo agricola en proporcion 1:1:1. Los resultados obtenidos
revelaron el T5 (Coinoculacién en siembra, trasplante, diez y 20 dias después del
trasplante + Solucion nutritiva Steiner —N —P) obtuvo el mayor peso seco de hoja, en
comparacion con el T1 (Testigo absoluto sin coinoculacion ni solucion nutritiva),
superior en un 20.68%. Asi mismo en cuanto a suficiencia de N y P, se report6 un rango
adecuado para cultivo de espinaca en el T4 (Coinoculacion en siembra, trasplante y diez
dias después del trasplante + solucion nutritiva Steiner — N, -P). Los resultados indican
que los microorganismos contenidos en el biofertilizante contribuyeron a proporcionar
los nutrientes requeridos por la planta para su crecimiento y alcanzar el rango adecuado

de suficiencia de nutrimentos.

Palabras clave: Azospirillum brasilense, micorrizas, suficiencia, nutrimentos, Spinacia

oleracea L., crecimiento.
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The use of rhizosphere microorganisms is increasingly common in agriculture as they
have shown to be able to stimulate plant growth due to the wide range of beneficial
interactions they establish with the roots. Additionally, they activate several
mechanisms, such as the production of siderophores, antibiotics, induction of resistance
to biotic and abiotic stress and, nitrogen fixation. In the present work the effect of the
use of different doses of a biofertilizer based on Azospirillum brasilense and mycorrhiza
in a spinach culture was evaluated. The research was carried out at the Antonio Narro
Autonomous Agrarian University and at the Montecillo Campus Graduate College. A
randomized complete block design with five treatments and four repetitions was used.
The treatments correspond to T1 (Absolute Witness without co-inoculation or nutritive
solution), T2 (Complete Steiner Nutrient Solution), T3 (Seeding and Transplant
Coinoculation + Steiner —N —P Nutrient Solution), T4 (Seeding, Transplant and Ten Day
Coinoculation after transplantation + Steiner nutrient solution - N, -P), T5 (Seed co-
inoculation, transplant, ten and 20 days after transplantation + Steiner nutrient solution —
N-P). Prior to the sowing, the seeds were co-inoculated with the microorganisms for 24
hours, then planted in 200-cavity polystyrene trays. When the seedlings were ready, they
were transplanted into black bags containing as a substrate a mixture of peat moss +
perlite + agricultural soil in a 1: 1: 1 ratio. The results obtained showed that the T5 (co-
inoculation in sowing, transplantation, ten and 20 days after the transplant + Nutritive
solution Steiner -N-P) obtained the highest dry weight of the leaf, compared to T1
(Absolute witness without co-inoculation or nutrient solution), higher by 20.68%.
Likewise in terms of N and P sufficiency, a suitable range for spinach culture was
reported in T4 (Coinoculation in seeding, transplantation and ten days after
transplantation + Steiner - N, -P nutritive solution). The results indicate that the
microorganisms contained in the biofertilizer contributed to provide the nutrients
required by the plant for its growth and reach the appropriate range of nutrient
sufficiency.

Key words: Azospirillum brasilense, mycorrhiza, Spinacia oleracea L., nutritional,
growth.
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INTRODUCCION

Dada la crisis ambiental ocasionada por el mal uso de fertilizantes y plaguicidas, el uso
de los microorganismos benéficos hace mas eficiente el aprovechamiento de los
nutrimentos (adicionados o disponibles en el suelo) apoyando asi la sostenibilidad
agricola (Alcantar-Gonzalez et al., 2016). La actividad bioldgica de los suelos tiene un
papel preponderante en el logro de cultivos de alto rendimiento. Los microorganismos
en asociacion con los cultivos son importantes, como insumos, para el mejoramiento de
la produccion y el control ambiental; ademéas permiten el mantenimiento de la

biodiversidad y la sostenibilidad de los ecosistemas (Carvajal y Mera, 2010).

La interaccion raiz-suelo se define como efecto de rizosfera, y se refiere a la influencia
que tienen en el sistema radical en el suelo adyacente a la superficie de la raiz.
Fisioldgicamente, la raiz ejerce influencia directa en las comunidades microbianas por
efecto de la exudacién de componentes organicos que son facilmente asimilables y
conforman la principal fuente de nutricién y energia para los diversos microorganismos

rizosféricos (Ferrera-Cerrato y Alarcon 2007; De la Fuente, 2007).

Dentro de los diversos microorganismos que viven en la rizosfera, existe un grupo de
bacterias capaces de estimular el crecimiento de las plantas. Estas bacterias son
conocidas como bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV), y establecen un
amplio rango de interacciones benéficas con las raices; asi, algunas de ellas producen
hormonas vegetales que estimulan el crecimiento de las plantas (Dias et al., 2009). El
efecto beneficioso de las rizobacterias radica en diferentes mecanismos ademas de que
producen hormonas, tales como: la produccion de sustancias estimuladoras del
crecimiento, siderd6foros y antibidticos; asi como la induccion de resistencia en la planta

y la fijacion del nitrégeno (Torrente, 2010).

De Freitas y Germida (1992) mencionan que se conoce que algunos géneros de -
Azospirillum y Azotobacter penetran la corteza de la raiz y producen fitohormonas como
giberelinas, auxinas (acido indolacético), citocininas, acido absicico y fijan N, lo que
estimula el crecimiento, la produccion de raices laterales y pelos radicales que, a su vez,

favorecen la absorcion de nutrimentos. Tien et al., (1979) reporté que cuando una cepa



de Azospirillum induce el crecimiento de las plantas, se debe principalmente a la
formacion del acido indol acético (AlA) que se produce por su inoculacion

Bago et al., (2000, 2001 y 2002) mencionan que los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) se consideran biotrofos obligados, ya que su desarrollo y reproduccion requieren
de un sistema radical vivo para satisfacer sus requerimientos energeéticos, cuya base son

diferentes fuentes de carbono generadas por el proceso fotosintético de la planta.

Sharif y Claassen (2011) y Hart y Forsythe (2012) indican que uno de los beneficios
mejor caracterizado que los HMA aportan a sus hospedantes se relaciona con la mejor
nutricion por nutrimentos que son poco maviles en el suelo como el caso del P, Fe, y Zn,
principalmente, mencionan que, por su relevancia simbidtica y su amplio espectro de
colonizacion, los HMA se han canalizado a procesos biotecnoldgicos para generar
inoculantes micorrizicos dirigidos a su aplicacion en plantas de importancia horticola,
fruticola y forestal (Alarcén y Ferrera-Cerrato, 2000); Ferrera-Cerrato y Alarcon, 2007b;

Fuentes —Davila y Ferrera-Cerrato, 2007).

Bashan y Holguin (1996), plantean que la inoculacion mixta (hongo-bacteria) origina
una interaccion sinergistica, obteniéndose incrementos significativos en el crecimiento y

los contenidos nutricionales de las plantas.
OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de diferentes dosis de aplicacion del coinoculante a base de
Azospirillum brasilense y micorriza en distintas etapas de un cultivo de espinaca

(Spinacia oleracea L.) var. Viroflay.
JUSTIFICACION

Los residuos en forma de sales que dejan en el suelo los fertilizantes quimicos son causa
de la contaminacion y deterioro del suelo, de igual forma los lixiviados que llegan hasta
los mantos freaticos provocan la contaminacién del agua, por lo que el uso de
biofertilizantes es una alternativa que permitird mejorar el suelo y continuar con la

actividad agricola sin que ello signifique el deterioro del medio ambiente.



HIPOTESIS

El uso de un mayor nimero de aplicaciones de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza incrementar el crecimiento en un cultivo de espinaca (Spinacia oleracea L.)
var. Viroflay debido a la fijacion de nitrégeno y solubilizacion del fésforo, asi como a la

produccidn de sustancias estimuladoras del crecimiento vegetal.



REVISION DE LITERATURA

De acuerdo con Pérez y Ferrera (1996), la sostenibilidad agricola ha cobrado especial
interés en los Ultimos afios, ya que este tipo de manejo de los agroecosistemas repercute

en beneficios para el hombre, asi como para el balance ecoldgico y agroecologico.

Mejia (1995), indica que la sostenibilidad de los sistemas agricolas a largo plazo debe
fomentar el uso y manejo efectivo de los recursos internos de los agroecosistemas. En
este sentido, los biofertilizantes constituyen un componente vital de los sistemas
sostenibles, ya que son un medio econdmicamente atractivo y aceptable de reducir los
insumos externos y de mejorar la cantidad y calidad de los recursos internos.

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Dentro de las bacterias asociativas mas estudiadas, se encuentran las pertenecientes al
género Azospirillum, el cual ha sido objeto de estudio desde la década del setenta, pues
su inoculacion conlleva a un aumento significativo del sistema radical, ademas de
inducir resistencia a agentes patdgenos y proveer de elementos tan necesarios como el
nitrdgeno, inhibe la proliferacién de plantas paréasitas y produce hormonas que estimulan
el crecimiento vegetal, lo que permite un desarrollo mas econémico y saludable de los
cultivos. La habilidad que tiene esta bacteria de colonizar el interior de las plantas y
ocupar nichos protegidos contra el oxigeno y otros factores, lo convierten en el grupo
mas promisorio de diaz6trofos asociados con gramineas y otras plantas no leguminosas

segin Camelo et al., (2011).

Las bacterias pertenecientes a este género son muy promisorias como inoculantes para
las plantas; pues tienen un nimero de caracteristicas interesantes que las hace adaptables
para establecerse ellas mismas en el extremadamente complejo medio competitivo de la

rizosfera segin Burdman et al., (2000).

De los mecanismos empleados por bacterias, se pueden diferenciar claramente dos
procesos esenciales, el primero consiste en la produccion de sustancias organicas,
producto del metabolismo secundario de las bacterias, que son capaces de promover

respuestas fisioldgicas en las células vegetales. ElI segundo mecanismo se puede



encontrar en la intervencion directa de los microorganismos en los ciclos
biogeoquimicos en los cuales pueden hacer disponibles compuestos orgénicos e

inorganicos que son aprovechados por las plantas (Ahn et al., 2007).

Blakeslee et al., (2005); Tsavkelova et al., (2006) mencionan que el acido indol acético
(AlA) es la auxina mas estudiada debido a su clara accion en la formacién de dominios
apicales, diferenciacion vascular y en el desarrollo de d&rganos. Varios géneros
bacterianos han sido reportados como productores de AlA, entre los cuales se pueden
citar Azotobacter sp., Pseusomonas sp., Bacillus sp. (Ahmad et al., 2006), Azospirillum
sp. (Lugtenberg et al., 2002), Pantoea agglomerans (Caballero et al, 2007; Fuentes-
Ramirez y Caballero-Mellado, 2005). Las giberelinas son fitohormonas capaces de
incrementar el crecimiento de los tallos, irrumpir el periodo de latencia de las semillas
para germinar. Este tipo de hormonas producidos por microorganismos se describieron
inicialmente en hongos, sin embargo, varios géneros bacterianos, entre los que se pueden
incluir A. lipoferum y A. brasilense, se han caracterizado por producir giberelinas
(Bottini et al., 2004).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal producen compuestos de bajo peso
molecular llamados sideréforos, que son compuestos que desempefian la funcién de
solubilizar especificamente el hierro e incorporarlo al metabolismo celular,
guimicamente, se consideran compuestos ligantes a hierro que funcionan de forma
general uniéndose covalentemente a hierro sin generar cambios en el estado de
oxidacion (Whipps, 2001).

De acuerdo con Azcon y Barea (1996), la interaccion entre bacterias promotoras del
crecimiento vegetal y micorrizas puede ser selectiva y dependiente de la bacteria y el
hongo. Estos autores mencionan una estimulacion notable de crecimiento de una
poblacién de Pseudomonas fluorescens en la superficie del micelio extra radical del
hongo. También Graninazzi-Pearson (1982) determiné que las bacterias de vida libre
como Azotobacter sp y Azospirillum sp, aumentaron su poblacion en la rizosfera de la
planta hospedera al estar micorrizadas las raices. Se ha demostrado que la presencia de
bacterias benéficas alrededor de las raices tiene la capacidad de proteger a las plantas

contra enfermedades, ya que preparan la maquinaria genética y bioguimica de respuesta



sistémica frente a enfermedades, mediante un mecanismo llamado Resistencia Sistémica
inducida (Audenaest et al., 2002; Jetiyanon y Kloepper, 2002; Romamoorthy et al.,
2001; Ron et al., 2002).

Micorrizas

La formacion de la simbiosis micorrizica arbuscular es un complejo proceso
caracterizado por distintos estadios del establecimiento del hongo, donde se distinguen

las siguientes fases (Barea et al., 1991):

1. Germinacién de la espora, la cual se ve estimulada por la presencia de los
exudados radicales y esté influida por determinados microorganismos del suelo

y, fundamentalmente, por sus condiciones fisico- quimicas.

2. Formacion del apresorio sobre las células epidérmicas, producto del aumento de

la presion hidrostatica en la zona apical de la hifa infectiva.

3. Penetracion radical a través de los pelos radicales o de las células epidérmicas,

por la combinacién de procesos mecanicos y enzimaticos.

4. Crecimiento intracelular a partir de la hifa de penetracién que se extiende entre
las células de la epidermis hacia la corteza de la raiz, sin penetrar el sistema

vascular ni los meristemos radicales.

5. Desarrollo del micelio extramatrial en el suelo con la formacion de las
estructuras ramificadas de absorcion, las que aumentan considerablemente la

superficie de absorcion de la planta y su capacidad para captar nutrientes y agua.

6. Formacion de arbusculos intracelularmente, con el consiguiente aumento en la
superficie de contacto entre el hongo y la planta. También se pueden formar

vesiculas y células auxiliares, en dependencia de la especie flngica.
7. Formacidn de esporas, cerrandose el ciclo de la vida de los HMA.

Los resultados de coinoculacion se basan en el hecho de que la relacion mutualista que

se establece entre micorrizas y bacterias promotoras del crecimiento vegetal, ocurre de



tal forma que por un lado las bacterias ponen a disposicién de la planta el N atmosférico
fijado y las micorrizas incrementan la absorcion de otros elementos, entre los que se
encuentra el P, muy importante para garantizar una adecuada fijacion del N y el

crecimiento de las plantas (Ojeda, 1998; Rivera et al., 2003).

De acuerdo con Allen et al., (2003), las hifas extraradicales de los HMA contribuyen en
la absorcion de hasta 80% de fdosforo, 10% de potasio, 25% de zinc, 60% de cobre y

25% de nitrogeno de la planta.

En suelos &cidos, el fosforo se inmoviliza con 6xidos e hidroxidos de hierro y aluminio
de acuerdo con Bohn et al., (1993). Bajo condiciones favorables y con la intervencion de
microorganismos, las formas insolubles de fdésforo pueden pasar a formas solubles,
principalmente mediante la produccién microbiana de &cidos organicos que compiten
con el fosfato y forman complejos con los cationes que lo inmovilizan, liberando fosfato
a la solucién del suelo. Un grupo muy especial de bacterias tienen la capacidad de
asimilar nitrogeno gaseoso utilizando la enzima nitrogenada que cataliza la conversion
del gas inerte N, a amoniaco o amonio (Alexander, 1981; Kucey, 1989; Rodriguez y
Fraga, 1999).

Bashan (1996), y Nacamulli et al., (1997) mencionan que una estrategia para mantener
el rendimiento de trigo sin dafio ambiental es la aplicacion de N fraccionada y la

inoculacion con rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal.

Costacurta (1995), indica que la coinoculaciéon HMA-Azospirillum sp, es un ejemplo de
interaccion benéfica, ya que la colonizacion de las raices por los hongos, estimula el
flujo de carbohidratos desde el follaje hasta la raiz, estos carbohidratos pueden constituir
fuentes de carbono para el crecimiento de la bacteria. Hernandez (2000) y Pulido (2002),
mencionan que, trabajando en tomate, encontraron una mayor colonizacion rizosférica
en los tratamientos coinoculadas con micorrizas y rizobacterias, demostrando la
compatibilidad entre hongos micorrizicos arbusculares y bacterias promotoras del
crecimiento vegetal. Mediante la coinoculacion se han obtenido resultados favorables en
cultivos como gerbera, trigo y cebolla (Soroa, 2000; Iglesias et al., 2000 y; Pulido,
2002).



De acuerdo con Raj et al., (2005) y; Khalid et al., (2009), aun cuando la tecnologia de
los biofertilizantes ofrece a los agricultores productos de bajo precio en comparacion

con el costo econémico y ambiental de los agroquimicos, su uso todavia es limitado.
Cultivo de Espinaca

Clasificacion taxondmica de la espinaca de acuerdo con Zabala (2017).

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida, Caryophyllidae

Orden: Caryophyllales

Familia: Amaranthaceae

Género: Spinacia

Especie: Oleracea

La espinaca posee una raiz pivotante que tiene un desarrollo superficial, su tallo es
erecto y de longitud variable entre 30 cm a 1m. Las hojas crecen en forma de roseta,
alternas, de color verde oscuro, peciolo céncavo y rojo en la base. Las plantas de
espinaca pueden ser femeninas, masculinas y hermafroditas. Las flores masculinas son
verdes, se agrupan de 6 a 12 en las espigas terminales, conformadas con 4 estambres y

de 4 a 5 pétalos de acuerdo con Jiménez y Arias, (2010).
Caracteristicas generales para cosecha

Las plantas se pueden cosechar cuando tienen 5 0 6 hojas y hasta antes que emitan el
tallo floral. Esto se realiza cortando las plantas con parte de la raiz para evitar que las
hojas se separen indica INIFAP (2010).

De acuerdo con Maroto (1990) el cultivo de espinaca, se desarrolla bien en suelos
profundos, aireados, drenados y en suelos neutros. Debe tomarse en cuenta el analisis de

suelo, la fertilidad y el manejo del terreno.



Analisis de crecimiento del cultivo
Coeficiente de Particion de Biomasa

El Coeficiente de Particion de Biomasa (CPB) nos muestra como se distribuyeron los

asimilados en la planta a lo largo del ciclo del cultivo.
indices de crecimiento

El andlisis matematico de crecimiento usa medidas directas tales como masa seca total
de la planta, area foliar total y tiempo; y medidas derivadas como son la tasa de
crecimiento relativo (TCR), la tasa de asimilacion neta (TAN), y el area foliar especifica
(AFE) que pueden ser obtenidas a partir de las medidas directas. Los valores se obtienen
de los muestreos destructivos estimados Como masa seca: peso Seco uno y peso seco dos,

realizados en los tiempos: tiempo uno y tiempo dos, respectivamente.
Tasa de crecimiento relativo (TCR)

Es la eficiencia de la planta para producir nuevo material en un tiempo determinado
(g-g-*-dia-*) (Hunt, 1982).

Tasa de asimilacion neta (TAN)

Expresa el aumento en peso seco total de la planta por unidad de tiempo y por unidad de
superficie foliar (g-m-2-dia-') (Sivori y Montaldi, 1980). Este indice representa una
medida del balance que existe entre la actividad fotosintética y la actividad respiratoria

de la planta.
Relacion de peso foliar (RPF)

Este indice estd formado por dos componentes: la magnitud del peso seco de la hoja, y
por la unidad de peso seco total de la planta. No tiene unidades ya que al calcular en
gramos el peso seco de la hoja y dividirlo entre gramos del peso seco total el resultado
queda adimensional. Aunque es una medida instantanea, a menudo se emplea la media

entre el intervalo de t; a t,.

Area foliar especifica (AFE)
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Este indice expresa la densidad o el grosor relativo de la hoja. Es una medida de la
relacion entre el area foliar y el peso seco de la hoja por lo que las unidades en que se

expresa son: cm?g™.
Andlisis quimico del material vegetal

De acuerdo con Alcéntar y Sandoval (1999), una interpretacion correcta de las
condiciones nutrimentales de un cultivo a través del andlisis vegetal, debera
complementar con informacion del suelo y del manejo, ya que ambos tienen un efecto
directo en la nutricion de las plantas. En el suelo habrd que considerar, al menos,
factores como pH, textura, estructura, humedad y contenido de materia organica, ya que
todos estos factores tienen un efecto directo sobre la disponibilidad de nutrimentos.
Conociendo dichos factores se puede inferir cuales de ellos podrian originar un
problema en la nutricion de algun elemento, lo cual seria corroborado mediante el

analisis de la planta.
Jones y Steyn (1973) mencionan cuatro etapas previas al analisis quimico:
Limpieza del material para eliminar la contaminacion superficial.

Secado de las muestras para detener la actividad enzimatica y acondicionar el material
para la molienda.

La molienda que permite reducir el tamafio y homogeneizar el material.

Secado final hasta peso constante para tener una base estandar de valores y para mejorar
las condiciones de almacenamiento del tejido vegetal.

El secado del tejido vegetal a una temperatura de 65°C a 72°C antes del analisis, parece

ser lo mas recomendable (Alcantar y Sandoval, 1999).

Uno de los métodos que se han utilizado para evaluar el nitr6geno presente en diversos
materiales, es el Kjeldahl, el cual fue desarrollado por Johan Kjeldahl en 1983 segun
Jones et al., (1991), pero debido a su firme principio quimico, todavia, se emplea en casi
todo el mundo, con muy ligeras modificaciones mencionan Bradstreer (1965); Morries
(1983). En este método, el nitrégeno organico y el nitrato, son convertidos a la forma
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amoniacal, en presencia de &cido sulfurico; el amonio es posteriormente destilado y
recibido en &acido borico, para finalmente ser cuantificado, por titulacion con un &cido
fuerte, en presencia de un indicador que generalmente es mezcla de verde bromocresol-

rojo de metilo de acuerdo con Alcantar y Sandoval (1999).

Del proceso de digestion del tejido, para destruir los componentes organicos y liberar los
elementos minerales que seran, posteriormente analizados. El procedimiento de
digestion humeda utiliza diferentes combinaciones de &cido nitrico, sulfirico y
perclorico, aungque ocasionalmente alguno algunos de estos componentes son
substituidos por otros solventes como acido clorhidrico, peroxido de hidrégeno y

metanol, entre otros mencionan Alcantar y Sandoval (1999).

Cada uno de los reactivos que se adicionan tiene una funcion especifica en el proceso de

digestion, en el caso de digestion himeda:

HNO; = abastecedor de oxigeno y conductor de la oxidacion, disminuye la
temperatura para evitar una evaporacion excesiva en las primeras etapas. Se requiere en

menor cantidad cuando la mezcla tiene acido perclorico.

HCLO, = desdoblamiento de los complejos organicos en compuestos mas simples,

ademas evita la espuma y la proyeccion. Se requiere en pequefias cantidades.

H,SO, = transformacion de los cationes a sulfatos, es la sal mas eficiente para evitar los

espectros en el arco eléctrico de las determinaciones espectroquimicas.

Ademas, diluye el acido perclorico, regulando la intensidad de degradacion del material

organico y, por ultimo, ayuda en la deshidratacion del silicio y disminuye la adsorcion.
H202 = Aumenta el poder oxidante de la mezcla y disminuye el tiempo de digestion.

CH3; — OH = solubilizacién de lipidos (incluyendo ceras y terpenoides) presentes en el

tejido vegetal.

Alcantar y Sandoval (1999), indican que una parte de la demanda nutrimental de un
cultivo es normalmente cubierta por el suelo. Es necesario estimar esta parte mediante

un analisis de suelos. Entre los elementos que la planta demanda y que frecuentemente el
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suelo es incapaz de suministrar integramente se encuentran el N, P, K, y con menor
frecuencia al S, Mg y B. En los suelos de caracter alcalino es comun observar problemas
de abastecimiento de algunos micronutrimentos. En los de caracter acido se pueden

presentar deficiencias de P, Mo, Ca, Mg y K, y toxicidad de Al.

Para la interpretacion de resultados, en la Tabla 1 se presentan una referencia de rangos

de suficiencia para andlisis de plantas del Boletin de la Southern Cooperative (2000).

Tabla 1. Rangos de suficiencia de concentracidon de macro y micronutrientes para el cultivo de espinaca:

Macronutrientes

N P K Ca Mg S
4.0-6.0% 0.3-0.5% 3.0-8.05% 1.0-1.5% 0.4-1.0% 0.2-0.8%
Micronutrientes
Fe Mn Zn Cu B Mo
50-200 ppm 25-200 ppm 20-75 ppm 5-15 ppm 25-60 ppm 0.2-1.0 ppm

ppm = partes por millon, % = porciento Fuente: Reference sufficiency ranges for plant analysis in the
southern region of the United States, Boletin de la Southern Cooperative. (2000).

De acuerdo con el Instituto de Ciencias de Agricultura y Alimentos de la Universidad de
Florida las siguientes tablas (2 y 3) de concentracion de nutrientes fueron desarrolladas

para vegetales de investigacion conducida en nutricion vegetal.

Tabla 2. Valores criticos (deficiencia, rangos adecuados, valores altos, y valores de toxicidad para
macronutrientes en hojas de espinaca.

Tiempo
Parte de de
Cultivo laplanta muestreo  Estatus N P K Ca Mg S
Espinaca Hojas Cosecha Deficiente <3.0 0.3 2.5 0.6
Rango de 3 0.3 2.5 0.6 1
adecuado 4 0.5 3.5 1 1.6
alto >4.0 0.5 4 1 1.6

% = porciento, < = menor que, > = mayor que. (Fuente: Plant Tissue Analysis and Interpretation for
Vegetable Crops in Florida. University of Florida, 2015).



Tabla 3. Valores criticos (deficiencia, rangos adecuados, valores altos, y valores de toxicidad para
micronutrientes en hojas de espinaca.
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ppm
Parte de
la Tiempo de
Cultivo  planta  muestreo Estatus Fe Mn Zn B Cu Mo
Espinaca Hojas 55dds  Deficiente <- 30 50 20 5 0.1
Adecuado 30 50 20 5 0.1
rango 50 70 40 7 1
alto >- 80 70 40 7 1

ppm = partes por millon, dds = dias después de la siembra <- = menor que, >- mayor que. Fuente: Plant
Tissue Analysis and Interpretation for VVegetable Crops in Florida. University of Florida (2015).

Analisis de suelo

Variables quimicas que estan asociadas indirectamente con la fertilidad de los suelos.

Entre los andlisis de suelo que pertenecen a este grupo se puede mencionar: pH,
conductividad eléctrica (CE), materia organica (MO), N Kjeldahl (Nk), C/N, porcentaje

de CaCQOg, acidez intercambiable (Al), aluminio intercambiable (Al), capacidad de

intercambio cationico (CIC), porcentaje de saturacion de bases (PSB), relacién de

adsorcion de sodio (RAS), porcentaje de sodio intercambiable (PSI), entre otros de

menor importancia de acuerdo con (Alcantar 2016).
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MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del campo de investigacion

La presente investigacion se llevo a cabo durante la primavera de 2019, se realizé en dos
etapas, la primera etapa en el Laboratorio de Biotecnologia ubicado en el Edificio B del
Departamento de Boténica y en el Invernadero No. 2 de la Subdireccion de Operacion de
Proyectos (figura 1), de la Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro en Saltillo,

Coahuila de Zaragoza, México.
Ubicacion geografica:

Altitud: 1782 m.s.n.m.
Longitud: 101°1°51.45” oeste

Latitud: 25°21°19.87” norte

=

Google Eart

Figura 1. Inﬁég stelital del Edificio de Botanica y del Inverndero No. 2 de la Universida Autdénoma
Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila de Zaragoza, México. (Fuente: Google Earth/INEGI
2019).

El Invernadero No. 2 tiene una orientacion norte-sur, su area total es de 240m?, y una
temperatura promedio de 28°C, de tipo tunel con cubierta de fibra de vidrio, cuenta con

una ventana himeda en la parte posterior y dos extractores en la parte frontal.

Para la preparacion del sustrato se utilizé suelo agricola de una parcela ubicada en la
localidad de Rancho Nuevo (figura 2), municipio de Ramos Arizpe, Coahuila de
Zaragoza, México.
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Ubicacién geografica
Altitud: 1034 m.s.n.m.
Longitud: 101°06°55.84” oeste

Latitud: 25°44°08.87” norte

" Google Eart

Figura 2. Imagensatelital de la parcela donde se obtuvo el suelo agricola localizada en Rancho Nuevo,
municipio de Ramos Arizpe, Coahuila de Zaragoza, México. (Fuente: Google Earth/INEGI 2019).

El suelo se clasifica como xerosol célcico y clase textural media de acuerdo con la carta
edafoldgica Clave G14C23 del INEGI.

La segunda etapa se llevo a cabo en el Laboratorio de Nutricion Vegetal “Salvador
Alcalde Blanco”, del Departamento de Edafologia (figura 3), del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo en Texcoco, Estado de México, México.

Ubicacién geografica
Altitud: 2243 m.s.n.m.
Longitud: 98°54°25.71” oeste

Latitud: 19°27°48.57” norte
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‘LABORATOR!O DE NUTRICION DE'CULTIVOS * SAL\ ADOR ALCALDE BLANCO"
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Figura 3 Imagen satelltal del EdlflClo de Edafologla e Hldr00|enC|a del Coleglo de Postgraduados
Campus Montecillo, en Texcoco, Estado de México, México. (Fuente: Google Earth/INEGI
2019).

Material vegetal utilizado:

Semilla de Espinaca (Spinacia oleracea L.) var. Viroflay.
Material bioldgico utilizado:

Biofertilizante liquido a base de A. brasilense y micorriza.
Sustrato:

Mezcla 1:1:1 de: peat moss + suelo agricola + perlita.
Disefio experimental.

Se disefid un modelo de bloques completos al azar con 5 tratamientos y cuatro

repeticiones un total de 200 unidades experimentales.

En la siguiente tabla se muestra la descripcidn de los tratamientos (Tabla 4), y el nimero
de muestreos, fecha de muestreo, intervalo en dias y tiempo en dias se puede observar en
la Tabla 5.
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Tabla 4. Descripcién de los tratamientos.

Descripcion

Testigo Absoluto

Testigo absoluto

SNS Completa

Solucion Nutritiva Steiner Completa

SNS-N -P + BF al
trasplante

Coinoculacién a la siembra +Solucién Nutritiva Steiner -N —P

SNS-N-P+BF10d

Coinoculacion a la siembra, al trasplante, y 10 dias después del trasplante +
Solucidn nutritiva Steiner —-N —P

SNS-N-P+BF20d

Coinoculacion a la siembra, al trasplante, 10 y 20 dias después del trasplante +
Solucidn nutritiva Steiner —-N —P

Tabla 5. Nimero de muestreo, fecha, intervalo y tiempo en dias.

Numero de muestreo Fecha de muestreo Intervalo en dias Tiempo en dias
1 02 julio 2019 10 35
2 12 julio 2019 10 45
3 22 julio 2019 10 55

Desarrollo experimental

Materiales del Laboratorio de Biotecnologia:

o Cuchara espatula

o Micro pipeta

o Probeta 100 ml

. Frascos con tapa rosca

. Matraces Erlenmeyer

o Pipetas 10 ml

o Vasos de precipitado 1 |

o Vasos de precipitado 200 ml

o Puntas para micro pipeta 5 ml

o 3 charolas germinadoras de 200 cavidades

Reactivos del Laboratorio de Biotecnologia
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o Tween 20

o Hipoclorito de sodio
o Tiosulfato de sodio
o Etanol

o Goma de acacia

La siembra se realizo el 29 de abril de 2019, se utilizdé sustrato PRO-MIX para el

Ilenado de las charolas germinadoras.
Procedimiento:

1. Siembra de 300 semillas coinoculadas en 2 charolas germinadoras de plastico de 200
cavidades llenas previamente con sustrato de peat moss humedecido hasta el punto de

saturacion (figura 4).

Figura 4. Siembra de 300 semillas de espinaca coinoculadas en sustrato PRO-MIX en charolas
germinadoras.

2. Siembra de 100 semillas sin coinocular, testigo absoluto, en 1 charola germinadora de
plastico de 200 cavidades llenas previamente con sustrato de peat moss humedecido
hasta el punto de saturacion (figura 5).
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S

Figura 5. Siembra de 100 semlllas de espinaca sin coinocular en sustrato PRO MIX en charola
germinadora.

3. Colocacion de las charolas de germinacion en una cama dentro del Invernadero No. 2

(figuras 6).

¥ e NG AT o, e J'_" 2455 '.'-‘ SRR .l
Figura 6. Semillas de espinaca coinoculadas sembradas en charolas de germinacidn.

A los 5 dias despues de la siembra se realizd un conteo de semillas germinadas
coinoculadas y sin coinocular (figura 7 y 8)
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Figura 7. Germinacion de semillas de espinaca coinoculadas.
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A e e
Figura 8. Germinacion de semillas sin coinocular.
El trasplante se efectud a los 25 dias después de la siembra, para la preparaciéon del
sustrato se realiz6 una mezcla 1:1:1 de: suelo agricola + peat moss + perlita (figura 9), se
llenaron bolsas negras de 1.5 litros de capacidad que se acomodaron a una distancia

adecuada entre si en una de las camas del invernadero No. 2 (figuras 10 y 11).

i

Figura 10. Etiquetado y acomodo de macetas en una cama de la prte posterior del Invernadero No. 2.
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Figura 11. Trasplante de plantulas de espinaca a los 25 dias después de la siembra.

Los riegos se realizaron Unicamente con agua potable diariamente desde la siembra hasta
la fecha de trasplante, posteriormente se regd cada tercer dia con 100 ml de agua potable
para T1 (tratamiento Testigo absoluto sin coinocular), con 100 ml de solucion nutritiva
Steiner completa para T2 (solucion nutritiva Steiner completa sin coinocular), con 100
ml de solucion nutritiva Steiner -N y —P para T3 (tratamiento con solucion nutritiva
Steiner —N y —P, coinoculado a la siembra y al trasplante), con 100 ml de solucion
nutritiva Steiner —-N y —P para T4 (tratamiento con solucion nutritiva Steiner —-N y —P,
coinoculado a la siembra, al trasplante y a los 10) y, con 100 ml de solucion nutritiva
Steiner -N y —P para T5 (tratamiento con solucion nutritiva Steiner -N y -P,
coinoculados a la siembra, al trasplante, a los 10 y a los 20 dias después de la siembra)
(figura 12).

Figura 12. Tambos de 60 litros de capacidad etiquetados y con soluciones nutritivas colocados dentro del
invernadero.
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La segunda coinoculacion se efectu6 al momento del trasplante, en la Figura 13 se
pueden observar plantulas de Tratamiento testigo al momento del trasplante y, en la

Figura 14 plantulas del tratamiento de semillas coinoculadas.

f%ﬂgo

Figura 13. Trasplante de pléntlas del tratamiento Testi'go absoluto.

CoinocuIQO’qsl
Figura 14. Trasplante de plantulas del tratamiento de coinoculacion.

En la segunda coinoculacion se aplicé 1 ml de biofertilizante a base de A. brasiliense y
micorriza a cada planta de los tratamientos 3, 4, y 5 al momento del trasplate, en la
tercera coinoculacion se aplic6 1 ml de biofertilizante a base de A. brasiliense y
micorriza a cada planta de los tratamientos 4 y 5 a los diez dias después del trasplante,
en la cuarta coinoculacion se aplicé 1 ml de biofertilizante biofertilizante a base de A.
brasiliense y micorriza a cada planta del tratamiento 5 a los 20 dias después del

trasplante. (figura 15).



23

M

Figura 15. Coinoculacion de plantula después del trasplante.

Se tomaron 4 plantas por tratamiento, un total de 24 plantas por muestreo (figural6).

i : by
Figura 16. Macetas del primer muestreo.

En el Laboratorio de Biotecnologia, se realizo el registro de datos para analisis de

variables agrondmicas e indices de crecimiento.

Para los andlisis de las variables agronémicas, coeficiente de particion de biomasa e

indices de crecimiento se recabaron los datos del largo de la raiz en milimetros (figura
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17), diametro del tallo en milimetros (figura 18), area foliar en centimetros cuadrados
(figura 19) peso fresco en gramos (figura 20).

Figura 17. Medicion del largo de la raiz con vernier Marca Mitutoyo Modelo CD-6"C.

Figura 18. Medicién del didmetro del tallo con vernier Marca Mitutoyo Modelo CD-6C.

Figura 19. Medicion de area foliar en el integrador Marca LI-COR Modelo L13100C.
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Figura 20. Obtencidn de peso fresco de hojas de espinaca (Spinacia oleracea L.) var. Viroflay en una
balanza semi analitica Marca OHAUS Modelo 293A.

Una vez terminado el proceso se introdujo cada muestra en una bolsa de papel y se

colocaron en un horno de secado a 65°C, durante 72 horas (figura 21).

Figura 21. Secado de muestras en horno de secado Marca TERLAB Modelo TE-H70DM.

Materiales y métodos en el Laboratorio de Nutriciéon Vegetal “Salvador alcalde Blanco”.
. Balanza analitica
o Espatula

o Tubos de digestion
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o Dispensadores o pipeta de repeticion de 5y 1 ml.

o Matraces Erlenmeyer por arrastre de vapor (micro-Kjeldahl)

o Micro bureta de 10 ml.

o Papel filtro de poro medio cortado en circulos de 12.5 cm de diametro.

Embudos de tallo corto de 10 cm de diametro.

Reactivos
. Mezcla de &cido sulfurico-perclorico.

Se prepar6 una mezcla de &cido sulfirico y perclérico concentrados en una proporcion
2:1 (Viv).

o Peroxido de hidrogeno solucion al 37%.
. Solucion de hidréxido de sodio al 50%.

Se disolvieron 500 g de NaOH en un litro de agua destilada. Debido a que es una
reaccion exotérmica deberd colocarse bajo agua corriente y agitandolo hasta que se

disuelva.

o Solucién de &cido borico al 4%.

Se pesaron 40 g de H3BO3 y se disuelven en un litro de agua destilada caliente.
o Acido sulfarico 0.05 N estandarizado.

Se diluyeron 1.4 ml de acido sulfurico concentrado en un litro de agua destilada.

Se estandariz6 con Na,CO3 seco. Pesar 0.250 g de la sal y disolver en 50 ml de agua. Se

agregaron 5 0 6 gotas de anaranjado de metilo y titular con el acido sulfurico.
Se calcul6 la normalidad del acido sulfurico segun la siguiente formula:

NH2504 = N-= Peso NagCOQ(q)
Peso equivalente Na,CO3* X Volumen de &cido (L)
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Peso equivalente Na,COz* =53
o Indicador de verde bromocresol — rojo de metilo

Se prepard una solucion acuosa 0.1% de bromocresol. Antes de aforar se agregaron a
esta solucion 2 ml de solucién NaOH de 0.1 N. Se preparé una solucion de 0.1% de rojo
de metilo en alcohol etilico. Antes de aforar se agreagron 3 ml de la solucién de NaOH
de 0.1 N.

Finalmente, se mezclaron 75 ml de la solucién del indicador verde de bromocresol con

25 ml de rojo de metilo y diluya a 200 ml con alcohol etilico.
Procedimientos para la digestion de material vegetal.

1. Se pesaron 0.25 g de material vegetal de parte aérea seco y molido y se colocaron en

tubos de digestion (figuras 22 y 23).

Figura 22. Los 0.25g de muestra pesados en una balanza analitica Modelo Marca OHAUS Modelo
E01140 EXPLORER DE PRECISION, colocados en un tubo de ensaye con aforo 25 ml.
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Figura 23. Molienda de muestras de materia seca en una licuadora Marca OSTERIZER Blender Modelo
004093-008-NPQ0, con aspas de acero inoxidable para evitar la contaminacion de la muestra.

2. Se incluyeron tubos de digestion sin muestra y se sigui6 la metodologia (blancos). Se

adicionaron 2 ml de la mezcla de acidos sulfarico y perclérico (figura 24).

»
Figura 24. Adicién de 2 ml de mezcla de acidos a la muestra, bajo una campana de absorcién de humos
Marca TERMO SCIENTIFIC HAMILTON Modelo SAFEAIRE II.

3. Posteriormente se adiciond 1 mL de H,O, (figura 25) y, se colocaron en la plancha de
digestion a 400°C (figura 26).



29

Figura 25. Adicién de H,O, para digestién himeda de las muestras bajo una campana de extraccion de
humos Marca HAMILTON TERMO SCIENTIFIC Modelo SAFEAIRE 1.

Figura 26. Colocacion de los tubos con acidos en una parrilla de calentamiento para calentar arena y tubos
de vidrio de fabricacion nacional, debido a los vapores de &cidos, se calientan bajo una campana
de extraccion de humos Marca HAMILTON TERMO SCIENTIFIC Modelo SAFEAIRE 1.

4. Las muestras permanecieron en la plancha por un periodo de entre 2 y 3 h, hasta que
el digestado se torné transparente y tuvo un volumen de ésta de aproximadamente 1 ml

(figura 27).

Figura 27. Retiro de las muestras que permanecieron en la plancha por un periodo de entre 2y 3 h, el
digestado se tornd transparente y tuvo un volumen de aproximadamente 1 ml.
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5. Se dejaron enfriar las muestras y se adiciond agua desionizada hasta el volumen de 25
ml (figura 28).

Figura 28. Se dejaron enfriar las muestras y se adiciond agua desionizada hasta el volumen de 25 ml.

6. Posteriormente se filtro el digestado en frascos de vidrio usando papel filtro de poro

medio (figura 29).

Figura 29. Filtrado del digestado en frascos de vidrio usando papel filtro de poro medio.

7. Se tomo una alicuota de 10 ml de filtrado para la determinacion de la concentracién
de N (figura 30).
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Figura 30. Se tom6 una alicuota de 10 ml de filtrado para la determinacién de la concentracion de N.

8. Destilacion y cuantificacion de N por titulacion. Se colocé en el equipo de destilacion
los 10 ml del filtrado, se adicionaron 10 ml de NaOH (50%) e inici6 el calentamiento
(figura 31).

Figura 31. Se colocé en el equipo de destilacion los 10 ml del filtrado, se adicionaron 10 ml de NaOH
(50%), e inici6 el calentamiento.
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9. El destilado se recibié en 20 ml acido boérico al 4% mas 0.2 ml de indicador (verde
bromocresol y rojo de metilo), hasta alcanzar un volumen aproximado de 50 ml (figura
32).

Figura 32. El destilado se recibié en 20 ml &cido boérico al 4% méas 0.2 ml de indicador (verde
bromocresol y rojo de metilo), en matraces Erlenmeyer hasta alcanzar un volumen aproximado de
50 ml.

10. La titulacidn se llevo a cabo con la solucion de &cido sulfdrico 0.05 N previamente
colocado en la microbureta de 10 ml hasta que se presento el vire de color azul a rosa
(figura 33).

Célculos de concentracion de nitrégeno:

% N = (Vmuestra— V blanco) X N &cido X 14 X volumen de aforo x 1
Peso muestra x alicuota destilada 10

Donde:
V muestra = Volumen del &cido sulfarico empleado en titular la muestra.
V blanco = Volumen del 4cido sulfdrico empleado en titular el blanco.

N = Normalidad exacta del acido sulfurico.
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14 = peso equivalente del N.

P = Peso de la muestra expresada en gramos (0,29)
Volumen de aforo = 25 ml.

Alicuota destilada = 10 ml.

1/10 = Factor para convertir a porcentaje.

Figura 33. Titulacion con la solucion de &cido sulfarico 0.05 N previamente colocado en la microbureta de
10 ml hasta que se presentd el vire de color azul a rosa.

11. La lectura de los micronutrientes se realizé en el espectrémetro de emisién ICP-ES,
en el cual una bomba peristaltica succiona la muestra hacia una camara de atomizacion
que se junta con el gas argén y hace un plasma, lo que el argén hace es excitar los
atomos, produciéndose un cambio en el estado energético llevandolos a su nivel mas alto
y al regreso a su estado basal cada atomo tiene una emision a una longitud de onda
especifica en nandémetros, el equipo tiene multidetectores que de acuerdo a una curva de
calibracion multielementos esta leyendo, proporcionando a la vez la magnitud de la

emisién y esa magnitud es proporcional a la concentracion del elemento, en la
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computadora se tiene la hoja de trabajo con el nimero de lote y con el peso de la
muestra con lo que el equipo hace los célculos (figura 34).

Figura 34. Succién de muestra a la cdmara de atomizacién del ICP-Optical Emission Spectrometer Marca
VARIAN Modelo 725-ES.

En la Tabla 6 se presentan los resultados de las determinaciones del suelo agricola y del
sustrato (mezcla de peat moss + suelo agricola + perlita), realizado en el Laboratorio de
Nutricion Vegetal “Salvador Alcalde Blanco” del Colegio de Posgraduados Campus

Montecillo.

Tabla 6. Analisis quimico del suelo agricola'y sustrato utilizado en un cultivo de espinaca (Spinacia

oleracea L.) var. Viroflay.

Determinaciones | Unidades | Suelo agricola Clasificacion Sustrato Clasificacion
pH 10,390 Muy 10,350 Muy
fuertem fuertem
ente ente
alcalino alcalino
CE dS/m 1,231 No salinos 0,521 No salinos
Densidad glem® 1,368 0,926
aparente
CIC meq/100 64,571 Muy alto 65,648 Muy alto
g
Arcilla % 22,36 20,36
Limo % 28 30
Arena % 49,64 49,64
Clase textural Franco Franco
N % 0,058 Bajo 0,090 Bajo
P ppm 38,359 Alto 27,897 Alto
K meq/100 0,502882087 Moderado 0,3822023567 Bajo
g
Ca meq/100 69,06735872 Muy alto 67,85428498 Muy alto
g
Mg meq/100 1,255641437 Bajo 2,136036167 Moderado
g
Na meq/100 | 0,6562290734 Muy bajo 0,7705787711 Muy bajo
g

dS = deciSiemens, m = metro, g = gramos, meq = miliequivalentes, % = porciento, cm’ = centimetros

clbicos.
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La clasificacion se realiz6 de acuerdo con lo propuesto por Villarroel (1988).

Andlisis estadistico de datos

Con los datos se realizd un analisis de varianza y las medias se compararon con la
prueba de Tukey (p<0.05), usando el sistema estadistico SAS® (Statistical Analysis
System) V9 para Windows.

Modelo estadistico
Yii=pt Titeij

Donde:

j=1,2,3,... n...observaciones.

Yij = La j-ésima observacion del i-ésimo tratamiento.

U = Es la media poblacional de estimar a partir de los datos del experimento.

7i = Efecto del i-ésimo tratamiento a estimar a partir de los datos del experimento.

&ij = Efecto aleatorio de variacion.



36

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 7 se presentan los resultados de la emergencia de las semillas a los seis dias
después de la siembra, del tratamiento Testigo absoluto emergieron el 88% de un total
de 100 sembradas, por otra parte, las del tratamiento de semillas coinoculadas con un
biofertilizante a base de A. brasilense y micorriza emergieron el 66% de las 300
sembradas. Resultados similares fueron reportados cuando se evalud el efecto de la
inoculacién con nueve cepas de bacterias de los géneros Pseudomonas y Serratia en dos
especies de leguminosas y encontraron efectos positivos significativos en la germinacién
de lenteja (Lens esculenta) causados por la inoculacion de las cepas, con incrementos de
hasta 38,9% (Bashan y Holguin, 1997; Chanway et al., 1993).

Tabla 7. Resultados de la emergencia de las semillas de espinaca (Spinacia oleracea L.) var. Viroflay

Emergencia de semillas

Cantidad de semillas

Tratamiento sembradas 4 dds 6 dds
Testigo 100 0 88
Coinoculadas 300 41 198

dds = dias después de la siembra.

En la Tabla 8 se presentan los resultados del anélisis de varianza y comparacion de
medias del area foliar de un cultivo de espinaca (Spinacia oleracea L.) var. Viroflay
tratado con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense y micorriza, se
mostraron diferencias estadisticas significativas en el segundo muestreo, para el
tratamiento sin coinoculacién y con solucion nutritiva Steiner completa, que al igual que
en el tercer muestreo, obtuvo el valor més alto, no se muestran diferencias estadisticas
significativas para ninguno de los tratamientos, Unicamente diferencias numéricas, en el
tercer muestreo, el tratamiento de coinoculacion a la siembra y al trasplante, con riego
de solucion nutritiva Steiner menos N y menos P, reportd un valor 18.34% en
comparacion con el tratamiento Testigo absoluto, aunque no fue superior al tratamiento
con riego de solucion nutritiva Steiner completa. El resultado es similar al reportado en
un cultivo de papaya por Sanchez-Espindola et al., (1996), y en un cultivo de maiz por
Urive y Dzib (2006) quienes al utilizar una combinacion de Azospirillum con micorrizas
obtubieron plantas con una media de area foliar de 400 cm? y estas fueron superiores a

las plantas que no recibieron tratamiento.
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Tabla 8. Analisis de varianza y comparacion de medias del area foliar en un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratado con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense

y micorriza.
Muestreos
Organo Tratamientos 1 2 3
Testigo Absoluto 131.79a© 116.72a 187.4la
SNS Completa 103.73 a 179.55a 271.87a
Area Foliar (cm?) SNS -N -P + BF al trasplante 96.72 a 127.16a 229.52a
SNS-N-P+BF10d 91.59 a 101.35a 202.0la
SNS-N-P+BF20d 116.25 a 136.83a 224.71a
C.V. (%) 27.21 21.03 23.18
S.E. NS * NS

C.V.= Coeficiente de Variacion, ©= Valores con la misma letra, estadisticamente son iguales. *=
Diferencia significativa, NS=Diferencia No Significativa, S.E. Significancia Estadistica.

En lo referente al largo de la raiz de un cultivo de espinaca (Spinacia oleracea L.) var.
Viroflay tratado con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense y
micorriza, para ningin tratamiento, en ninguno de los muestreos se present6 diferencia
estadistica significativa, Unicamente diferencias numéricas, el tratamiento sin
coinoculacion y con solucion nutritiva Steiner completa, obtuvo el valor mas alto en el
tercer muestreo, el tratamiento de coinoculacion a la siembra, al trasplante, a los 10 y 20
dias con riego de solucion nutritiva Steiner menos N y menos P, mostro el valor mas alto
con respecto al tratamiento Testigo absoluto, superior en un 14.96% (tabla 9).
Tabla 9. Andlisis de varianza y comparacién de medias del largo de la raiz en un cultivo de espinaca

(Spinacia oleracea L.) var. Viroflay tratado con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A.
brasilense y micorriza.

Muestreos
Organo Tratamientos 1 2 3
Testigo Absoluto 176.98 a 191.85a 161.09a
SNS Completa 137.76 a 239.96a 175.97a
Largo de la Raiz (mm) SNS -N -P + BF al trasplante 11531 a 180.64a 177.78a
SNS-N-P+BF10d 91.76 a 120.27a 176.05a
SNS-N-P+BF20d 96.18 a 17450a 189.45a
C.V. (%) 37.82 36.86 27.15
S.E. NS NS NS

C.V.= Coeficiente de Variacion, ©= Valores con la misma letra, estadisticamente son iguales. *=
Diferencia significativa, NS=Diferencia No Significativa, S.E. Significancia Estadistica.

En la Tabla 10 se presentan los resultados de andlisis de varianza y comparacién de
medias del didmetro del tallo de un cultivo de espinaca (Spinacia oleracea L.) var.
Viroflay tratado con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense y
micorriza, para ninguno de los tratamientos, en ninguno de los muestreos hubo
diferencias estadisticas significativas, Unicamente diferencias numéricas, del tercer

muestreo el tratamiento sin coinoculacion y con solucion nutritiva Steiner completa fue
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el que reporto el valor més alto, y el del tratamiento de coinoculacion a la siembra, al
trasplante, a los 10 y 20 dias con riego de solucion nutritiva Steiner menos N y menos P,
el cual fue un 5.29% mayor en comparacion con el tratamiento Testigo absoluto, aunque

no fue superior al tratamiento con riego de solucion nutritiva Steiner completa.

Tabla 10. Analisis de varianza y comparacion de medias del diametro del tallo en un cultivo de espinaca
(Spinacia oleracea L.) var. Viroflay tratado con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A.
brasilense y micorriza.

Muestreos
Organo Tratamientos 1 2 3
Testigo Absoluto 4.59 a 3.37b 4.29a
SNS Completa 3.90a 545a 488 a
Diametro del Tallo (mm) SNS -N -P + BF al trasplante 4.61la 4.56 ab 4.19a
SNS-N-P+BF10d 3.76 a 3.61ab 412a
SNS-N-P+BF20d 449 a 3.66 ab 453 a
C.V. (%) 16.30 20.56 19.67
S.E. NS * NS

C.V.= Coeficiente de Variacion, ©= Valores con la misma letra, estadisticamente son iguales. *=
Diferencia significativa, NS=Diferencia No Significativa, S.E. Significancia Estadistica.

En la Tabla 11 se presentan los resultados del analisisde varianza y comparacion de
medias del peso seco de la hoja de un cultivo de espinaca (Spinacia oleracea L.) var.
Viroflay tratado con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense y
micorriza, para ningun tratamiento en ningln muestreo se presentaron diferencias
estadisticas significativas, unicamente diferencias numeéricas, el tratamiento sin
coinoculacion y con solucion nutritiva Steiner completa, presentd el valor mas alto, para
el resultado del tercer muestreo del peso seco de la hoja el tratamiento de coinoculacion
a la siembra, al trasplante, a los 10 y 20 dias con riego de solucién nutritiva Steiner
menos N y menos P, presentd el resultado mas alto, un 20.68% mayor en comparacion
con el tratamiento Testigo absoluto, aunque no fue superior al tratamiento con riego de

solucion nutritiva Steiner completa.
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Tabla 11. Andlisis de varianza y comparacion de medias del peso seco de la hoja en un cultivo de espinaca
(Spinacia oleracea L.) var. Viroflay tratado con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A.
brasilense y micorriza.

Muestreos
Organo Tratamientos 1 2 3
Testigo Absoluto 0.32a 0.45b 0.92a
SNS Completa 0.27 a 0.68 a 125a
Peso Seco de la Hoja (g) SNS -N -P + BF al trasplante 0.28 a 0.47ab 1.00a
SNS-N-P+BF10d 0.23a 0.36 b 0.8la
SNS-N-P+BF20d 0.32a 0.51 ab 1.16a
C.V. (%) 30.01 28.24 29.08
S.E. NS * NS

C.V.= Coeficiente de Variacion, ©= Valores con la misma letra, estadisticamente son iguales. *=
Diferencia significativa, NS=Diferencia No Significativa, S.E. Significancia Estadistica.

En la Tabla 12. Se muestran los resultados del andlisis de varianza y comparacion de
medias del peso seco del tallo de un cultivo de espinaca (Spinacia oleracea L.) var.
Viroflay tratado con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense y
micorriza, para ningln tratamiento en ninglin muestreo se presentaron diferencias
estadisticas significativas, Unicamente diferencias numéricas, en el tercer muestreo, el
tratamiento de coinoculacién a la siembra, al trasplante y el tratamiento de coinoculacion
a la siembra, al trasplante, a los 10 y 20 dias con riego de solucion nutritiva Steiner
menos N y menos P, mostraron valores similares aunque inferiores en un 5.26% con
respecto al tratamiento Testigo absoluto que presentd el mayor valor.

Tabla 12. Andlisis de varianza y comparacion de medias del peso seco del tallo en un cultivo de espinaca

(Spinacia oleracea L.) var. Viroflay tratado con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A.
brasilense y micorriza.

Muestreos
Organo Tratamientos 1 2 3
Testigo Absoluto 0.01a 0.04 a 0.19a
SNS Completa 0.0la 0.04a 0.14a
Peso Seco del Tallo (g) SNS -N -P + BF al trasplante 0.01a 0.03a 0.18a
SNS-N-P+BF10d 0.01a 0.17 a 0.12a
SNS-N-P+BF20d 0.02 a 0.04 a 0.18a
C.V. (%) 49.14 197.98 38.07
S.E. NS NS NS

C.V.= Coeficiente de Variacion, ©= Valores con la misma letra, estadisticamente son iguales. *=
Diferencia significativa, NS=Diferencia No Significativa, S.E. Significancia Estadistica.

En la Tabla 13 se muestran los resultados del analisis de varianza y comparacién de
medias del peso seco de raiz de un cultivo de espinaca (Spinacia oleracea L.) var.
Viroflay tratado con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense y
micorriza, para ningin tratamiento en ningun muestreo se presentaron diferencias

estadisticas significativas, unicamente diferencias numéricas, en el tercer muestreo del
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peso seco de raiz el tratamiento de coinoculacion a la siembra, al trasplante y a los 10
dias, reportd el valor més alto, un 46.15% mayor en comparacion con el tratamiento
Testigo absoluto. Resultados similares reportd Andreeva et al., (1992) en un cultivo de
fiijol.

Tabla 13. Andlisis de varianza y comparacion de medias de peso seco de raiz en un cultivo de espinaca

(Spinacia oleracea L.) var. Viroflay tratado con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A.
brasilense y micorriza.

Muestreos
Organo Tratamientos 1 2 3
Testigo Absoluto 0.13 a 0.12a 0.07 a
SNS Completa 0.16a 0.12a 0.10a
Peso Seco de Raiz (g) SNS -N -P + BF al trasplante 0.12 a 0.10a 0.12a
SNS-N-P+BF10d 0.14 a 0.06 a 0.13a
SNS-N-P+BF20d 0.18a 0.09 a 0.13a
C.V. (%) 62.62 61.26 46.83
S.E. NS NS NS

C.V.= Coeficiente de Variacion, ©= Valores con la misma letra, estadisticamente son iguales. *=
Diferencia significativa, NS=Diferencia No Significativa, S.E. Significancia Estadistica.

En la Tabla 14 se muestran los resultados del analisis de varianza y comparacion de
medias del peso seco de raiz de un cultivo de espinaca (Spinacia oleracea L.) var.
Viroflay tratado con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense y
micorriza, para ningun tratamiento en ningln muestreo se presentaron diferencias
estadisticas significativas, Unicamente diferencias numéricas, de los resultados del tercer
muestreo en cuanto al peso seco total, el tratamiento de coinoculacion a la siembra, al
trasplante, a los 10 y 20 dias y con riego de solucién nutritiva menos N y menos P,
report6 el mayor valor, siendo un 19.04% superior en comparacién con el tratamiento
Testigo absoluto. Resultados semejantes en cacao reportaron Chulan y Martin (1982).
Aunque no fue superior al tratamiento con riego de solucion nutritiva Steiner completa.
Kandil et al., (2004) reportaron que el uso de fertilizantes biologicos en cafia de azUcar,

incrementaaron significativamente el peso seco de la planta.
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Tabla 14. Andlisis de varianza y comparacion de medias del peso seco total en un cultivo de espinaca
(Spinacia oleracea L.) var. Viroflay tratado con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A.
brasilense y micorriza.

Muestreos
Organo Tratamientos 1 2 3
Testigo Absoluto 0.46 a 0.61a 1.19a
SNS Completa 0.45a 0.84a 149a
Peso Seco Total (g) SNS -N -P + BF al trasplante 041a 0.60 a 1.29a
SNS-N-P+BF10d 0.38a 0.59 a 1.07a
SNS-N-P+BF20d 0.52a 0.63a 147a
C.V. (%) 38.80 29.85 27.49
S.E. NS NS NS

C.V.= Coeficiente de Variacion, ©= Valores con la misma letra, estadisticamente son iguales. *=
Diferencia significativa, NS=Diferencia No Significativa, S.E. Significancia Estadistica.

De acuerdo con los datos obtenidos del analisis de varianza y comparacion de medias de
los coeficientes de paricion de biomasa no se reportaron diferencias estadisticas
significativas, pero si diferencias numéricas, del coeficiente de paricion de biomasa de
hoja (tabla 15), el tratamiento de coinoculacion a la siembra, al trasplante, a los 10 y 20
dias con riego de solucion nutritiva Steiner menos N y menos P, report0 ser nayor en un
1.28% en comparacion con el tratamiento Testigo absoluto, aunque por debajo del
tratamiento sin coinoculacion y con solucion nutritiva completa que report6 el valor mas
alto. Resultados similares en coinoculacion de plantas de cacao reportd Aguirre Medina
(2007). Aungue no fue superior al tratamiento con riego de solucion nutritiva Steiner
completa.

Tabla 15. Andlisis de varianza y comparacion de medias del Coeficiente de Particion de Biomasa de hoja

en un cultivo de espinaca (Spinacia oleracea L.) var. Viroflay tratado con diferentes dosis de un
biofertilizante a base de A. brasilense y micorriza.

Muestreos
Variable Tratamientos 1 2 3

Testigo 071 a© 073 a 077 a
SNS Completa 0.61 a 081 a 084 a
C.P.B. Hoja SNS -N -P + BF al trasplante 0.68 a 079 a 077 a
SNS-N-P+BF10d 0.61 a 068 a 077 a
SNS-N-P+BF20d 0.64 a 080 a 078 a

C.V.% 12.6 16.1 5.8

S.E. NS NS NS

C.V .= Coeficiente de Variacion, © = Valores con la misma letra estadisticamente son iguales. * =
Diferencia significativa, NS = Diferencia No Significativa, S.E. = Significancia Estadistica.

En tanto los resultados para el coeficiente de particion de biomasa del tallo reporté que
ningdn tratamiento tuvo resultados superiores al tratamiento Testigo absoluto, el cual

mostré duna diferencia estadistica significativa en el tercer muestreo (tabla 16).
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Tabla 16. Andlisis de varianza y comparacion de medias del Coeficiente de Particién de Biomasa de tallo
en un cultivo de espinaca (Spinacia oleracea L.) var. Viroflay tratado con diferentes dosis de un
biofertilizante a base de A. brasilense y micorriza.

Muestreos
Tratamientos Variable 1 2 3
Variable Tratamientos 02-jul-19 12-jul-19 22-jul-19
Testigo 0.71 a® 0.73 a 0.77 a
SNS Completa 0.03 a 0.05 a 0.09 b
C.P.B. Tallo SNS -N -P + BF al trasplante 0.04 a 0.05 a 0.13 ab
SNS-N-P+BF 10d 0.04 a 0.20 a 0.12 ab
SNS-N-P+BF 20d 0.04 a 0.06 a 0.12 ab
C.V.% 30.8 138.1 26.1
S. E. NS NS *

C.V .= Coeficiente de Variacion, © = Valores con la misma letra estadisticamente son iguales. * =
Diferencia significativa, NS = Diferencia No Significativa, S.E. = Significancia Estadistica.

En tanto para el resultado del coeficiente de particion de biomasa de raiz el tratamiento
de coinoculacion a la siembra, al trasplante y a los 10 dias con riego de solucién
nutritiva Steiner menos N y menos P, reportd el valor més alto, un 45.45% en
comparacion con el tratamiento Testigo absoluto (tabla 17).

Tabla 17. Andlisis de varianza y comparacion de medias del Coeficiente de Particién de Biomasa en un

cultivo de espinaca (Spinacia oleracea L.) var. Viroflay tratado con diferentes dosis de un
biofertilizante a base de A. brasilense y micorriza.

Muestreos
Variable Tratamientos 1 2 3

Testigo 0.26 a 020 a 006 a
SNS Completa 0.36 a 014 a 007 a
C.P.B. Raiz SNS -N -P + BF al trasplante 0.29 a 016 a 009 a
SNS-N-P+BF10d 0.34 a 012 a 011 a
SNS-N-P+BF20d 0.31 a 014 a 009 a

C.V.% 28.4 60.5 37.9

S.E. NS NS NS

C.V .= Coeficiente de Variacion, © = Valores con la misma letra estadisticamente son iguales. * =
Diferencia significativa, NS = Diferencia No Significativa, S.E. = Significancia Estadistica.

En las Tablas 18 y 19 se presentan los resultados de alos analisis de varianza y
comparacion de medias de los indices de crecimiento. Pacovsky (1988) reportd
resultados similares en interraccion positiva para estimular el crecimiento vegetal con la
inoculacion de Azospirillum y Glomus. Se observé que el tratamiento de coinoculacion a
la siembra, al trasplante, a los 10 y 20 dias con riego de solucion nutritiva Steiner menos
N y menos P, reporto la mayor tasa de crecimiento relativo en un 48.22 % con respecto
al tratamiento Testigo absoluto a los 55 dias después de la siembra. Asi mismo en para la
tasa de asimilacién neta el mismo tratamiento presentd el mayor valor, superior en un

33.55% con respecto al tratamiento Testigo absoluto.
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Tabla 18. indices de crecimiento de un cultivo de espinaca (Spinacia oleracea L.) var. Viroflay tratada
con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense y micorriza.

Muestreos

indices Tratamientos 35-45 (dds) 45-55 (dds)
Testigo -0.4106 0.2231
SNS Completa -0.0911 0.2231
TCR SNS -N -P + BF al trasplante -0.4188 0.3082
gg'dia’ SNS-N-P + BF 10 d -0.4377 0.1021
SNS-N-P +BF 20d -0.3905 0.4309
Testigo 0.077 0.297
SNS Completa 0.202 0.359
TAN SNS -N -P + BF al trasplante 0.083 0.372
gcmzdiat SNS-N-P +BF 10d 0.085 0.254
SNS-N-P +BF 20d 0.051 0.447

dds = dias después de la siembra, g = gramos, cm? centimetros cuadrados.

El comportamiento tipico de la TCR presenta valores altos al principio debido al
crecimiento acelerado y a la division celular que se presenta en esta etapa, a medida que
transcurre el tiempo y el cultivo se acerca al final del ciclo, la TCR decrece llegando a
cero. El tratamiento de coinoculacion a la siembra, al trasplante y a los 10 dias con riego
de solucion nutritiva Steiner menos N 'y menos P, reportd el valor més alto para el area

foliar especifica siendo un 13.47 superior al tratamiento Testigo absoluto.

En lo referente a la relacion de peso foliar el tratamiento de coinoculacion a la siembra,
al trasplante, a los 10 y 20 dias con riego de solucion nutritiva Steiner menos N y menos
P, report6 un nivel de 4.82% por encima del tratamiento Testigo absoluto, aunque no fue

superior al tratamiento con riego de solucién nutritiva Steiner completa.
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Tabla 19. Area foliar especifica (AFE), y relacion de peso foliar (RPF) de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense

y micorriza.
Muestreos
indices Tratamientos 35-45 (dds)  45-55 (dds)
Testigo 334.84 230.17
SNS Completa 321.28 240.24
AFE SNS -N -P + BF al trasplante 307.91 249.23
cm2g SNS-N-P+BF10d 341.52 266.03
SNS-N-P+BF 20d 318.37 231.47
Testigo 0.7147 0.7571
SNS Completa 0.7101 0.8244
RPF SNS -N -P + BF al trasplante 0.7293 0.7789
cm2g ! SNS-N-P+BF10d 0.6064 0.6851
SNS-N-P+BF20d 0.7022 0.7955

dds = dias después de la siembra, g = gramos, cm? centimetros cuadrados.

Con los rangos de suficiencia mostrados en las tablas 20 y 21, se compararon los
resultados de las determinaciones de concentraciones y acumulaciones minerales en las
hojas de espinaca (Spinacia olearcea) var. Viroflay, cultivada en maceta y bajo
condiciones de invernadero coinoculadas con diferentes dosis de un biofertilizante a
base de A. brasilense y micorriza, y con riego terciado con solucion nutritiva Steiner

menos N y menos P (tabla 22).

Tabla 20. Valores criticos (deficiencia, rangos adecuados, valores altos, y valores de toxicidad para
macronutrientes en hojas de espinaca.

%

Cultivo Parte de la planta Tiempo de muestreo Estatus N P K Ca Mg S

Espinaca Hojas Cosecha <30 03 25 06 1

3 03 25 06 1
4 05 35 1 16

alto >40 05 4 1 16

% = porciento, < = menor que, > = mayor que. (Fuente: Plant Tissue Analysis and Interpretation for
Vegetable Crops in Florida. University of Florida, 2015).
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Tabla 21. Valores criticos (deficiencia, rangos adecuados, valores altos, y valores de toxicidad para
micronutrientes en hojas de espinaca.

ppm

Cultivo Parte de la planta Tiempo de muestreo Estatus Fe Mn Zn B Cu Mo

Espinaca Hojas 30dds 30 50 20 5 0.1

 Deficiente | =
30 50 20 5 01
50 70 40 7 1

alto > 80 70 40 7 1

ppm = partes por millon, dds = dias después de la siembra <- = menor que, >- mayor que. Fuente: Plant
Tissue Analysis and Interpretation for VVegetable Crops in Florida. University of Florida (2015).

Tabla 22. Valores de concentracién de de macro y micro nutrientes obtenidos de los analisis varianza y
comparacion de medias de tejido vegetal (hojas) de un cultivo de espinaca (Spinacia oleracea)
var. Viroflay.

Concentracioén

Tratamiento K Ca Mg
Testigo 80 12
SNS Completa 74 11
SNS -N -P + BF al trasplante 69 11
SNS -N -P + BF 10 ddt 56 11
SNS -N -P + BF 20 ddt 51 12

SNS = Solucién nutritiva Steiner, -N = menos Nitrégeno, -P = menos Fésforo, BF = biofertilizante, ddt =
dias despueés del tratamiento. Color rojo = deficiente, color verde = adecuado, color amarillo =
alto.

La Figura 35 muestra del tratamiento con riego de solucion Steiner menos N y menos P,
y coinoculacién a los 10 dias después del trasplante alcanz6 el rango de suficiencia
adecuado para concentracion de N, al igual que el tratamiento con riego de solucion
Steiner completa, en comparacién con el tratamiento Testigo absoluto.
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Completa BF al BF10d BF 20 d
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Concentracion foliar de N
(g kg-1 de materia seca)

Tratamientos

Figura 35. Comparacion de concentracion de N en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.
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También se compar6 a la acumulacion foliar de N, el tratamiento de solucidn nutritiva
Steiner completa obtuvo la mayor acumulacion de N, en tanto que de manera particular,
el tratamiento con solucién nutritiva Steiner menos N y menos P, y coinoculacién a los
10 y 20 dias después del trasplante presentd una acumulacion de N hasta del 20.66%
con respecto a las plantas del tratamiento Testigo absoluto sin coinocular (figura 36),
estudios similares sobre evaluacion del efecto de inoculacion de Azospirillum sp.de
cultivo de maiz, muestran que las plantas presentaron un porcentaje de absorciéon de

nitrégeno en el tejido foliar del 2.92% segun lo reportado por Ortiz (2010).
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Figura 36. Comparacion de acumulacién de N en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.

De los resultados obtenidos de los analisis quimicos realizados para determinar las
concentraciones y acumulaciones minerales en las hojas de espinaca (Spinacia olearcea
L.) var. Viroflay, cultivada en maceta y bajo condiciones de invernadero coinoculadas
con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense y micorriza, y con riego
terciado con solucion nutritiva Steiner menos N y menos P (Tabla 22), se observo que la
muestra del tratamiento con riego de solucion Steiner menos N y menos P, y
coinoculacion a los 10 dias después del trasplante alcanzo el rango de suficiencia
adecuado para concentracion de P, al igual que el tratamiento con riego de solucién

Steiner completa, en comparacion con el tratamiento Testigo absoluto (figura 37).
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Figura 37. Comparacion de concentracion de P en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.

En relacion a la acumulacion foliar de P el tratamiento de solucién nutritiva Steiner
completa obtuvo la mayor acumulacion, en tanto que de manera particular, el
tratamiento con solucién nutritiva Steiner menos N y menos P, y coinoculacién a los 10
y 20 dias después del trasplante, la materia seca presentd una acumulacién de P hasta
del 19.69% con respecto a las plantas tratamiento Testigo absoluto que sin coinocular
(figura 38), estudios similares sobre evaluacién del efecto de inoculacion de
Azospirillum sp.de cultivo de maiz, muestran que las plantas presentaron un porcentaje
de absorcion de P en el tejido foliar del 1.39% segun lo reportado por Sangoquiza et al.,
(2017).
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Figura 38. Comparacion de acumulacién de P en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.
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De acuerdo con los resultados obtenidos de los analisis quimicos realizados para
determinar las concentraciones y acumulaciones minerales en las hojas de espinaca
(Spinacia olearcea L.) var. Viroflay, cultivada en maceta y bajo condiciones de
invernadero coinoculadas con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A.
brasilense y micorriza, y con riego terciado con solucion nutritiva Steiner menos N y
menos P (Tabla 22), se observd que la muestra del tratamiento Testigo absoluto sin
coinocular presentd el mayor nivel de K, seguido del tratamiento con solucion nutritiva
Steiner completa, alcanzando el rango de suficiencia alto para concentracion de K, al
igual que los demas tratamientos con riego de solucion Steiner menos N y menos P y
con coinoculacién aungue ninguno fue mayor en comparacion con el tratamiento Testigo
absoluto (figura 39). Y en cuanto a la acumulacion foliar de K, el tratamiento de
solucion nutritiva Steiner completa obtuvo la mayor acumulacién, en tanto que de
manera particular, el tratamiento con solucién nutritiva Steiner menos N y menos P, y
coinoculacion a los 10 y 20 dias después del trasplante presentd una acumulacion de K
de hasta un 18.83% con respecto a las plantas del tratamiento Testigo absoluto sin
coinocular (figura 40), estudios similares sobre evaluacion del efecto de inoculacion de
Azospirillum sp.de cultivo de maiz, muestran que las plantas presentaron un porcentaje
de absorcion de K 6.35% en el tejido foliar segln lo reportado por Sangoquiza et al.,
(2017).
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Figura 39. Comparacion de concentracion de K en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.
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Figura 40. Comparacién de acumulacién de K en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia

oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.

De acuerdo con los resultados obtenidos de los andlisis quimicos realizados para
determinar las concentraciones y acumulaciones minerales en las hojas de espinaca
(Spinacia olearcea) var. Viroflay, cultivada en maceta y bajo condiciones de
invernadero coinoculadas con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A.
brasilense y micorriza, y con riego terciado con solucién nutritiva Steiner menos N y
menos P (Tabla 22), se observé que las muestras del tratamiento con riego de solucion
Steiner menos N y menos P, y coinoculacion a los 10, 20 y 30 dias después del
trasplante alcanzaron el rango de suficiencia alto para concentracion de Ca, al igual que
el los demas tratamientos y superior en una 5.78% en comparacion con el tratamiento

Testigo absoluto sin coinocular (figura 41).
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Figura 41. Comparacion de concentracion de Ca en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.
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En lo que respecta a la acumulacion foliar de Ca, el tratamiento de solucidn nutritiva
Steiner completa obtuvo la mayor acumulacion, en tanto que ninguno de los tratamientos
con solucidn nutritiva Steiner menos N y menos P, y coinoculacién a los 10, 20 y 30 dias
después del trasplante presentaron una mayor acumulacion de Ca, con respecto a las
plantas del tratamiento Testigo absoluto sin coinocular (figura 42), estudios similares
sobre evaluacion del efecto de inoculacion de Azospirillum sp. de cultivo de maiz,
muestran que las plantas presentaron un porcentaje de absorcion de Ca en el tejido foliar
del 0.89% segun lo reportado por Aguirre- Medina et al., (2007), Sangoquiza et al.,

(2017), reportd resultados semejantes en cultivo de cacao.
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Figura 42. Comparacién de acumulacion de Ca en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.

De acuerdo con los resultados obtenidos de los andlisis quimicos realizados para
determinar las concentraciones y acumulaciones minerales en las hojas de espinaca
(Spinacia olearcea L.) var. Viroflay, cultivada en maceta y bajo condiciones de
invernadero coinoculadas con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A.
brasilense y micorriza, y con riego terciado con solucién nutritiva Steiner menos N y
menos P, y al realizar las comparaciones con los rangos de suficiencia, se observo que
las muestras de todos los tratamientos, con riego de solucion Steiner menos N y menos
P, y coinoculacion a los 10, 20 y 30 dias después del trasplante, presentaron el rango de
suficiencia deficiente para concentracion de Mg, al igual que el tratamiento con riego de

solucion Steiner completa y el tratamiento Testigo absoluto (figura 43).



51

En lo referente a la acumulacién foliar de nitrgeno el tratamiento de solucion nutritiva
Steiner completa obtuvo la mayor acumulacion, en tanto que de manera particular, el
tratamiento son solucidn nutritiva Steiner menos N y menos P, y coinoculacion a los 10
y 20 dias después del trasplante presenté la mayor acumulacion de Mg, hasta del
21.11% con respecto a las plantas del tratamiento Testigo absoluto sin coinocular (figura
44), estudios similares sobre evaluacion del efecto de inoculacion de Azospirillum sp. de
cultivo de maiz, muestran que las plantas presentaron un porcentaje de absorcion de Mg

en el tejido foliar del 0.82% segun lo reportado por Sangoquiza et al. (2017).
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Figura 43. Comparacién de concentracion de Mg en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.
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Figura 44. Comparacién de acumulacién de Mg en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.

De acuerdo con los resultados obtenidos de los andlisis quimicos realizados para

determinar las concentraciones y acumulaciones minerales en las hojas de espinaca
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(Spinacia olearcea L.) var. Viroflay, cultivada en maceta y bajo condiciones de
invernadero coinoculadas con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A.
brasilense y micorriza, y con riego terciado con solucion nutritiva Steiner menos N y
menos P , y al realizar las comparaciones con los rangos de suficiencia, se observé que
la muestra del tratamiento con riego de solucidon Steiner menos N y menos P, y
coinoculacion a los 10 y 20 dias despueés del trasplante alcanzo el rango de suficiencia
adecuado para concentracion de Fe, mayor en un 2.92% en comparacién con el

tratamiento Testigo absoluto (figura 45).
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Figura 45. Comparacién de concentracion de Fe en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.

En cuanto a la acumulacion foliar de Fe, el tratamiento de solucion nutritiva Steiner
completa obtuvo la mayor acumulacion, en tanto que de manera particular, el
tratamiento con solucion nutritiva Steiner menos N y menos P, y coinoculacién al
trasplante presentd una mayor acumulacién de Fe, de un 17.96% con respecto a las

plantas del tratamiento Testigo absoluto sin coinocular (figura 46).
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Figura 46. Comparacién de acumulacion de Fe en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var.Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.

De acuerdo con los resultados obtenidos de los analisis quimicos realizados para
determinar las concentraciones y acumulaciones minerales en las hojas de espinaca
(Spinacia olearcea L.) var. Viroflay, cultivada en maceta y bajo condiciones de
invernadero coinoculadas con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A.
brasilense y micorriza, y con riego terciado con solucion nutritiva Steiner menos N y
menos P , y al realizar las comparaciones con los rangos de suficiencia, se observé que
la muestra del tratamiento con riego de solucion Steiner menos N y menos P, y
coinoculacion al trasplante alcanzo6 el rango de suficiencia alto para concentracion de

Cu, al igual que el tratamiento Testigo absoluto (figura 47).

Por otra parte en lo que se refiere a la acumulacién foliar de nitrégeno el tratamiento de
solucion nutritiva Steiner completa obtuvo la mayor acumulacién, en tanto que de
manera particular, el tratamiento son solucion nutritiva Steiner menos N y menos P, y
coinoculacion a los 10 y 20 dias después del trasplante presentd la mayor acumulacion
de Cu, un 26.33% con respecto a las plantas del tratamiento Testigo absoluto que sin

coinocular (figura 48).
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Figura 47. Comparacion de concentracion de Cu en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.
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Figura 48. Comparacién de acumulacién de Cu en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.

De acuerdo con los resultados obtenidos de los andlisis quimicos realizados para
determinar las concentraciones y acumulaciones minerales en las hojas de espinaca
(Spinacia olearcea L.) var. Viroflay, cultivada en maceta y bajo condiciones de
invernadero coinoculadas con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A.
brasilense y micorriza, y con riego terciado con solucion nutritiva Steiner menos N y
menos P, y al realizar las comparacidnes con los rangos de suficiencia, se observo que la
muestra del tratamiento con riego de solucion Steiner menos N y menos P, y
coinoculacion a los 10, 20 y 30 dias después del trasplante alcanz6 el rango de
suficiencia alto para concentraciéon de Zn, mayor en un 51.88% en comparacion con las
plantas del tratamiento Testigo absoluto (figura 49).
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Figura 49. Comparacion de concentracion de Zn en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.

En cuanto a la acumulacion foliar de Zn el tratamiento de solucion nutritiva Steiner
completa obtuvo la mayor acumulacion, en tanto que de manera particular, el
tratamiento son solucion nutritiva Steiner menos N y menos P, y coinoculacion a los 10
y 20 dias después del trasplante presentd una acumulacion de Zn un 0.71% mayor con

respecto a las plantas del tratamiento Testigo absoluto sin coinocular (figura 50).
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Figura 50. Comparacién de acumulacion de Zn en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.

De acuerdo con los resultados obtenidos de los analisis quimicos realizados para
determinar las concentraciones y acumulaciones minerales en las hojas de espinaca
(Spinacia olearcea L.) var. Viroflay, cultivada en maceta y bajo condiciones de
invernadero coinoculadas con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A.

brasilense y micorriza, y con riego terciado con solucion nutritiva Steiner menos N y
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menos P, y al realizar las comparaciones con los rangos de suficiencia, se observo que
las muestras de los tratamientos con riego de solucion Steiner menos N y menos P, y
coinoculacion a los 10, 20 y 30 dias después del trasplante alcanzaron el rango de
suficiencia adecuado para concentracion de Mn, a excepcion del tratamiento con riego
de solucion Steiner completa, en tanto que el tratamiento con riego de solucion Steiner
menos N y menos P, y coinoculacion a los 10, 20 y 30 dias después del trasplante tuvo
una concentracion de Mn un 12.15% mayor en comparacion con las plantas del

tratamiento Testigo absoluto (figura 51).
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Figura 51. Comparacién de concentracion de Mn en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.

Con respecto a la acumulaciéon foliar de Mn, el tratamiento de solucion nutritiva Steiner
completa obtuvo la mayor acumulacién, en tanto que de manera particular, el
tratamiento son solucion nutritiva Steiner menos N y menos P, y coinoculacion a los 10
y 20 dias después del trasplante presentd la mas alta acumulacion de Mn hasta del

57.81% mayor con respecto a las plantas testigo absoluto sin coinocular (figura 58).
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Figura 52. Comparacién de acumulacion de Mn en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.

De acuerdo con los resultados obtenidos de los andlisis quimicos realizados para
determinar las concentraciones y acumulaciones minerales en las hojas de espinaca
(Spinacia olearcea L.) var. Viroflay, cultivada en maceta y bajo condiciones de
invernadero coinoculadas con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A.
brasilense y micorriza, y con riego terciado con solucion nutritiva Steiner menos N y
menos P, y al realizar las comparaciones con los rangos de suficiencia, se observo que
todas las muestras de los tratamientos con riego de solucién Steiner menos N y menos P,
y coinoculacion a los 10, 20 y 30 dias después del trasplante alcanzaron el rango de
suficiencia adecuado para concentracion de B, siendo las plantas del tratamiento Testigo

absoluto las que presentaron un rango de suficiencia alto para B (figura 53).
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Figura 53. Comparacién de concentracion de B en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.
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En relacion a la acumulacion foliar de B el tratamiento de solucion nutritiva Steiner
menos N y menos P presento la mayor acumulacion de B, un 25.53% con respecto a las

plantas del tratamiento Testigo absoluto sin coinocular (figura 54).
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Figura 54. Comparacion de acumulacién de B en muestras de hojas de un cultivo de espinaca (Spinacia
oleracea L.) var. Viroflay tratada con diferentes dosis de un biofertilizante a base de A. brasilense
y micorriza, a los 55 dias después de la siembra.
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CONCLUSIONES

El uso de diferentes dosis de un biofertilizante a base de Azospirilum brasilense y
micorriza, con coinoculacion a la siembra, al trasplante, a los diez y 20 dias después del
trasplante, mostré capacidad para incrementar el crecimiento en un cultivo de espinaca
(Spinacia oleracea L.) var. Viroflay, ademas de contribuir a alcanzar un rango adecuado

en el nivel de suficiencia de nutrimentos tales comoel Ny P.

Es importante incentivar al uso de biotecnologias para una produccion agricola

sustentable, que permita la restauracion de los ecosistemas.

Los andlisis quimicos de suelos previos a la implementacion de los cultivos significan un
ahorro de recursos economicos ademas de contribuir en la disminucién de acumulacién

de sales en los suelos agricolas.
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