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RESUMEN

El uso excesivo de fertilizantes quimicos en los cultivos ha impactado
negativamente tanto en el agua como en el suelo, una de las alternativas al uso de
estos, son los biofertilizantes, los cuales son amigables con el medio ambiente e
inclusive una opcion economica. Los biofertilizantes son preparados a base de
microorganismos ya sea con cepas puras o0 una combinacidon de estas
(coinoculantes). El presente trabajo tiene como objetivo conocer el efecto de
diferentes aplicaciones de un co-inoculante a base de Azospirillum brasilense y
Glomus intraradices en el crecimiento de un cultivo de acelga (Beta vulgaris Var.
Forhook Giant). Se establecieron seis tratamientos y se realizaron cinco muestreos.
Dos tratamientos consistieron en tres aplicaciones del coinoculante (T1, T2) y otro
tratamiento con cinco dosis del coinoculante (T3) en diferentes etapas del cultivo,
tanto en semilla, como después del trasplante, cabe mencionar que a las plantas de
los tratamientos T1, T2 y T3 también se les aplico solucion nutritiva Steiner -NP (sin
nitrégeno ni fosféro). Ademas, se establecieron testigos como lo fue el lote de
plantas a las que se les nutri6 con solucion Steiner completa (T4), otro lote con
Steiner -NP (T5) y el lote de plantas a las cuales no se les aplicé ningun tipo de
fertilizacion, solo riego con agua potable (T6). El andlisis de comparacion de medias
de Tukey (P=0.05), encontré diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados para todos los pardmetros. De acuerdo a los resultados el valor medio
mas alto de peso fresco de raiz, lo presentaron las plantas de los tratamientos T2 y
T3. En cuanto al peso seco de la raiz los valores medios mas altos pertenecieron
las plantas del T2 y T5. En el caso del peso fresco y peso seco de la hoja y el area
foliar, en promedio el T4 fue el que presentd el valor medio mas alto, pero es
importante resaltar que los tratamientos con coinoculacion tuvieron los valores mas
altos en estos parametros en al menos tres de los cinco muestreos. Estos resultados

indican que la coinoculacion tiene un impacto positivo en el cultivo de acelga.

Palabras claves: coinoculacion, Azospirillum brasilense, Glomus intraradices,

acelga.

Vi



ABSTRACT

The excessive use of chemical fertilizers in crops has negatively impacted water and
soil. An alternative to their use, are biofertilizers, which are friendly to the
environment and even an economical option. Biofertilizers are prepared based on
microorganisms with either pure strains or a combination of these (co-inoculants).
The present work aims to know the effect of different applications of a co-inoculant
based on Azospirillum brasilense and Glomus intraradices on the growth of a chard
crop (Beta vulgaris Var. Fordhook Giant). Six treatments were established, and five
samples were performed. Two treatments consisted of three applications of the co-
inoculant (T1, T2) and another treatment with five doses of the co-inoculant (T3) at
different stages of the crop, both in seed and after transplantation. It should be
mentioned that to the plants of the T1 treatments, T2 and T3 were also subjected to
a Steiner-NP nutrient solution (without nitrogen or phosphorus). In addition, controls
were established, such as the batch of plants that were fed with complete Steiner
solution (T4), another batch with Steiner -NP (T5) and the batch of plants to which
no fertilization was applied, only irrigation with drinking water (T6). The Tukey mean
comparison analysis (P=20.05) found significant differences between the treatments
evaluated for all parameters. According to the results, the highest average value of
fresh root weight was presented by the T2 and T3 treatment plants. As for the root
dry weight, the highest average values belonged to the T2 and T5 plants. In the case
of leaf fresh and dry weight and leaf area, on average, the T4 obtained the highest
value. It is worst to mentioned that the co-inoculation treatments had the highest
values in these parameters in three of the five samples. These results indicate that

co-inoculation has a positive impact on chard cultivation.

Keywords: co-inoculation, Azospirillum brasilense, Glomus intraradices, swiss
chard
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INTRODUCCION

Un biofetilizante es un producto a base de microorganismos benéficos, que en
general se componen de bacterias y hongos micorrizicos, los cuales viven
asociados con las plantas y ayudan a su proceso natural de nutricion, ademas de
ser regeneradores del suelo. Ademas, estos inoculantes microbianos han logrado
aumentar el crecimiento de las plantas, promoviendo el desarrollo de las raices
secundarias que propicia el aumento del volumen explorado, actian como
protectores contra fitopatégenos y mediante la produccién de metabolitos, entre los
gue se destacan las fitohormonas, que pueden influir directa o indirectamente sobre
el crecimiento de las plantas (Morales y Pico, 2009).

Los microorganismos promotores de crecimiento vegetal se encuentran de forma
natural en el suelo, sin embargo, su poblacién es afectada por el mal manejo de
suelo y uso excesivo de agroquimicos (Grageda-Cabrera et al., 2012). Dentro de
este grupo de microorganismos se encuentran hongos micorrizicos de los géneros:
Acaulospora, Entrophosfora, Gigaspora, Scutellospora, Sclerocystis y Glomus, y
especies de bacterias de géneros como Rhizobium, Bradyrhizobium, Azotobacter,

Frankia, Beijerinckia y Azospirillum (Pajarito-Ravelero e Ibarra-Flores, 2012).

Azospirillum ha creado numerosos progresos en los campos, dando lugar a una
aplicacién cada vez mayor y exitosa en varias regiones del mundo, especialmente
en Ameérica del Sur y Centroamérica (Hartmann y Bashan, 2009). Los efectos
positivos de A. brasilense en diversos cultivos se han atribuido principalmente al
mejoramiento en el desarrollo de la raiz, y al incremento subsecuente en la tasa de
asimilacion de agua y la utilizacion de minerales del suelo (Garcia et al., 2007).
Azospirillum aumenté mas del 30% la produccion de grano y materia seca de
cultivos tales como el frijol, trigo, garbanzo, pastos, citricos y haba (Garcia-Olivares
et al, 2012). En soya el rendimiento fue del 11% (INTA, 2010), en maiz el
rendimiento de grano aumentd hasta un 35% (Garcia-Olivares et al., 2007). En
maiz, cafia de azlcar, pastos y sorgos aporta de 30 a 50% los requerimientos de
nitrogeno de dichos cultivos (Garcia-Olivares et al., 2006).



La aplicacion de Glomus en diversos cultivos ha sido exitosa. Gou-hui et al. (2005),
estudiaron el efecto de la inoculacion de G. intraradices sobre el almacenamiento
de nutrientes y resistencia al frio durante el crecimiento de Diospyros lotus L.,
obteniendo un incremento en el aztcar soluble en el floema de un 1%, mientras que
en el xilema el azucar y el nitrégeno se incrementaron un 5%, también con un
incremento en la resistencia al frio. Por otro lado, Herndndez y Salas (2009),
demostraron que plantas inoculadas con la micorriza presentaron un 100% de
supervivencia al momento del trasplante en comparacion de plantas no inoculadas

con un 30%.

JUSTIFICACION

En la actualidad el suelo es uno de los recursos mas vulnerables debido a la
sobreexplotacién con el uso indiscriminado de fertilizantes quimicos, lo que ha
derivado en problemas ambientales, los dafios se pueden ver reflejados en la
pérdida y disponibilidad de nutrientes, por lo que las plantas se desarrollan con
déficit de nutrientes y el agricultor se ve en la necesidad de la aplicacion excesiva
de estos productos. Lo anterior ha repercutido en que la agricultura se enfoque en
buscar soluciones a estas problematicas, y para ello alternativamente se han estado
utilizando biofertilizantes o bioinoculantes que ayuden a suplir parcial o totalmente
la necesidad de nutrientes que fertilicen el suelo de forma mas natural y sin generar
una alteracion en el suelo y en el agua. Aun queda mucho que estudiar en cuanto a
la aplicacién de estos bioinoculantes como por ejemplo las dosis adecuadas para
cada cultivo con el fin de tener una mayor productividad y un mejor rendimiento

econdmico.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de diferentes aplicaciones de un co-inoculante a base de
Azospirillum brasilense y Glomus intraradices en el crecimiento de un cultivo de

acelga (Beta vulgaris Var. Forhook Giant).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar el efecto de la co-inoculacion de Azospirillum brasilense/Glomus

intraradices en la germinacion de semillas.

2. Monitorear el crecimiento de un cultivo de acelga co-inoculada con diferentes
aplicaciones de un biofertilizante a base de Azospirillum brasilense y Glomus

intraradices.

HIPOTESIS

La asociaciéon de bacterias promotoras de crecimiento vegetal y hongos micorrizicos
arbusculares en combinacién con solucidon Steiner sin nitrégeno ni fosforo,
aumentara el crecimiento del cultivo de acelga, debido a que los microorganismos
en conjunto con la fertilizaciébn quimica le proporcionaran a la planta todos los

nutrientes necesarios.



REVISION DE LITERATURA

El cultivo de acelga
Ramirez (2006), indica que la acelga es una hortaliza originaria de Europa, su ciclo

vegetativo varia entre seis y ocho meses dependiendo de la variedad y las
condiciones de manejo. Pertenece a la familia de las Chenopodiaceas que
comprende unas 1400 especies de plantas propias de zonas costeras o de terrenos
salinos templados. La acelga es de la especie Beta vulgaris, aporta
mayoritariamente agua y cantidades mucho menores de hidratos de carbono y
proteinas, por lo que resulta poco energética (Infoagro, 2007), aunque es un
alimento rico en nutrientes reguladores, como ciertas vitaminas, sales minerales y
fibra, el mineral mas abundante es el potasio, destacando ademas el contenido en
magnesio, sodio, yodo, hierro y calcio, con un importante aporte de carotenoides

(provitaminas A y antioxidantes) (Masias et al., 2003).

La acelga es una hortaliza cuya parte comestible la constituyen las hojas y peciolos,
es considerada como una planta semiperenne y de rebrote permanente (Callisaya,

2016), ademas posee un gran contenido de vitaminas Ay C.

Biofertilizantes
Vessey (2003), define los biofertilizantes como una sustancia que contiene

microorganismos vivos que, al ser aplicada a semillas, superficies de plantas o
suelo, coloniza la rizosfera o el interior de la planta y promueve su crecimiento
aumentando el suministro o la disponibilidad de nutrientes primarios. Asi, el término
biofertilizante se refiere a un producto que contiene microorganismos del suelo

aplicados a plantas para promover su crecimiento.

Garcia et al. (2010), mencionan que los biofertilizantes tienen la capacidad de fijar
nitrogeno, solubilizar nutrientes, producir hormonas y estimular la proteccion frente
al ataque de plagas y patdégenos, ademas consumen poca energia, no contaminan,

incrementan la fertiidad del suelo y proporcionan proteccion frente a



microorganismos fitopatdgenos, y aportan microorganismos benéficos que ayudan
a mantener un equilibrio ecolégico por medio de la liberaciobn de nutrientes
inorganicos aumentado la fertilidad de los suelos de cultivo (Carvajal y Mera, 2010),
por lo que representa una alternativa para disminuir el uso de fertilizantes quimicos.
Aunque esta tecnologia ya se usa con éxito en diversos paises, en México es poco

conocida (Rodriguez, 2008).

Los microorganismos utilizados son clasificados dentro de dos grupos: el primer
grupo incluye microorganismos que tienen la capacidad de sintetizar sustancias que
promueven el crecimiento de la planta, solubilizan hierro y fosforo, fijan nitrégeno
atmosférico y mejoran la tolerancia a salinidad, estrés hidrico, metales toxicos y
exceso de plaguicidas (Lucy et al., 2004; Armenta-Bojorquez, 2010). El segundo
grupo incluye microorganismos capaces de estimular la proteccién frente al ataque
de plagas y patégenos (Garcia et al., 2010), por lo que representa una alternativa

para disminuir el uso de plaguicidas quimicos.

Microorganismos Promotores del Crecimiento Vegetal
Benjumeda (2017), denomina a las bacterias promotoras de crecimiento vegetal

como un conjunto de bacterias que habitan en la rizosfera de la planta y que
producen en ellas una serie de beneficios, estos microorganismos son capaces de
interactuar con las raices de las plantas al ser atraidos por sustancias excretadas
por ellas mismas, lo que ocasiona el movimiento de la bacteria hacia la planta 'y de

esta forma se da inicio a una relacién de beneficio mutuo (Camelo et al., 2011).

Dichas bacterias pueden actuar sobre la planta de manera directa al proporcionarle
compuestos sintetizados por ella misma (nitrégeno, hormonas del crecimiento y
ciertos nutrientes como hierro o fésforo), y de manera indirecta al protegerlas de
microorganismos fitopatdgenos (Artusson et al., 2006; Sarabia et al.,, 2010).
Ademas, los mecanismos utilizados por estos microorganismos promotores de
crecimiento vegetal incluyen proteccion contra bacterias patogenas, la sintesis de
enzimas fungicas de la pared celular, y la competencia con microorganismos

perjudiciales para sitios en las raices de las plantas (Lucy et al., 2004).



Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense es una bacteria promotora del crecimiento vegetal, debido a

su capacidad para estimular el crecimiento de las plantas, a través de mecanismos
directos e indirectos tales como la fijacion de nitrégeno atmosférico, produccion de
fitohormonas, solubilizacion de minerales y nutrientes, incremento en el volumen de
la raiz e induccion de resistencia a patégenos (Vital y Mendoza, 2014), ademas
incrementa el peso seco total, concentracion de nitrogeno en follaje y grano, numero
total de espigas, floracion y aparicion de espigas mas temprana, tasas de
germinacibn mas altas, entre otras. Dentro de los efectos positivos mas
sobresalientes de la inoculacion de Azospirillum esta el desarrollo radicular (coloniza
tanto la parte interna como la externa de la raiz), los cambios morfolégicos que sufre
el sistema radicular se observan en el incremento de la longitud y el nimero y
longitud de raices laterales, lo cual aumenta el volumen radicular, hay un incremento
en el area de la superficie radicular, estimulacién de la exudacion radicular asi como

en la morfologia externa de las raices (Vital y Mendoza, 2014).

Camelo et al. (2011), mencionan que esta bacteria tiene la capacidad de producir
auxinas, especificamente acido indolacético, la cual participa en la diferenciacion
celular, dominios apicales y el desarrollo de 6rganos. Ademas, produce sideréforos
los cuales desempefian la funcion de solubilizar especificamente el hierro e
incorporarlo al metabolismo celular. Se le ha atribuido también la producciéon de
giberelinas, fitohormona que es capaz de inducir el crecimiento de los tallos,
interrumpir el periodo de latencia de las semillas para germinar, la brotacién de

yemas y el desarrollo de los frutos.

La produccién de acido indolacético por parte de la bacteria, y la alta sensibilidad
de las raices a dicha hormona son fundamentales, en la respuesta a la inoculacién,
donde se observa mayor desarrollo radical que se traduce en un incremento de la
superficie de absorcion de nutrientes, y asi, un mayor desarrollo de la parte aérea

de la planta (Garcia et al., 2010).



Ademas de inducir cambios en la morfologia de la planta, estas bacterias también
afectan el contenido de proteinas y metabolitos secundarios (Cangahuala-Inocente
et al., 2013).

Casos exitosos de la aplicacion de Azospirillum brasilense en cultivos
Barbaro et al. (2005), reportaron en pimiento pimentonero inoculado con

Azospirillum brasilense mayor porcentaje de semillas germinadas en comparacion
con las no inoculadas. Por su parte, Canto-Martin et al. (2004), reportaron

resultados similares en cuanto a la germinacion en chile habanero.

Castillejo (2011), demostro el efecto positivo de Azospirillum sp., sobre plantas de
fresa variedad Albidon en invernadero, cuantificando que la inoculacion sin adicion
de fertilizante incremento el area foliar, masa fresca y seca y el rendimiento del fruto
en 26, 28, 37 y 135%, respectivamente. También demostré que la inoculacion de
Azospirillum sp. mas 50% de la dosis de fertilizacion N fue estadisticamente mayor
en 46% de area foliar, 56% masa fresca y 73% masa seca en comparacion con los

tratamientos con 50% y 100% de fertilizante N.

Garcia-Olivares et al. (2012), mencionan que el rendimiento de grano de maiz
tratado con la bacteria fue 15% mayor, mientras que en fresa las plantas inoculadas
mostraron un crecimiento vegetativo mas vigoroso y aumentaron el rendimiento total
de la fruta en un 8.5% (Salazar et al., 2012).

En estudios realizados por Garcia-Olivares et al. (2012), detectaron que la
inoculacién de Azospirillum brasilense increment6 el rendimiento de grano de maiz
en comparacion con el testigo no fertilizado ni inoculado. Resultados similares
reportaron Gonzalez et al. (2011), en el aumento del rendimiento del grano de maiz
(1. 47 t ha-1), ademas determinaron una disminucion de la duracion del ciclo
biolégico del cultivo (2 dias en floracion masculina y madurez fisiologica).

Por su parte, Pérez y Sanchez (2017), mencionan que cepas de Azospirillum
brasilense fueron capaz de solubilizar fosforo y producir indoles. También sefalan

que plantulas de Ipomoea batatas inoculadas con la bacteria presentaron



incrementos en longitud radicular, altura, peso seco aéreo y radicular en plantulas

frente a plantulas sin inocular.

Ademas de los beneficios antes descritos, ha sido demostrado que la bacteria tiene
resistencia a plaguicidas, pues en un estudio realizado por Aguirre-Cadena et al.
(2014), obtuvieron en trigo que plantas inoculadas con la bacteria, con 0 sin
tratamiento de herbicida registraron mayor biomasa en comparacion con las plantas

sin inocular.

Hongos micorrizicos
Los hongos micorrizicos presentan asociacion simbidtica con las plantas, las cuales

suministran ademas de un nicho ecolégico, la fuente de carbono que necesita el
hongo para su desarrollo, a su vez la planta se beneficia incrementando la captacion
de nutrimentos minerales del suelo, principalmente fésforo (Alloush et al., 2000;
Armenta-Bojorquez et al., 2010). Mas de 90% de las comunidades vegetales que
se encuentran habitando el planeta, presentan la caracteristica de formar la
simbiosis micorrizica (Alarcén y Ferrera, 1999).

La importancia de los hongos micorrizicos en la agricultura radica en que por su
extenso micelio extra radical, que puede extenderse mas alld de 9 cm desde la raiz
(Bethlenfalvay, 1992), constituye un enlace o puente (figura 1), entre la planta y el
suelo debido a que al darse la asociacion planta-hongo, las plantas micorrizadas
presentan ventajas de las plantas no micorrizadas, como por ejemplo facilitandole a
la planta la toma de nutrientes de baja disponibilidad o de poca movilidad en el
suelo, evitando la accién de microorganismos patégenos en la raiz, aumentando la
tolerancia de la planta a condiciones de estrés abidtico en el suelo, entre otros
beneficios (Barrer, 2009). Las hifas extra radicales de los hongos micorrizicos
contribuyen en la absorcién de hasta 80% de fésforo, 10% de potasio, 25% de zinc,
60% de cobre y 25% de nitrogeno de la planta (Allen et al., 2003).
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Figura 1. Micelio externo que se extiende desde una raiz colonizada a una particula de suelo
(Jakobsen et al., 1992).

Glomus intraradices
Glomus intraradices es el miembro mas estudiado del filo Glomeromycota, éstas

especies son habitantes del suelo que forman la simbiosis mutualista mas extendida
con raices de plantas, su funcién es proporcionar a las plantas nutrientes minerales

a cambio de fotoasimilados.

Este hongo es considerado biotrdfilo obligado y, en ausencia de la planta huésped
solo producen un diminuto micelio que aborta el crecimiento después de unos dias,
sin embargo, en presencia de un huésped compatible el hongo y la planta
intercambian varias sefiales secretadas que inician el programa celular simbiético
(Kloppholz et al., 2011).

El proceso de simbiosis comienza con la germinacion de las esporas del hongo,
después se forman presorios por donde penetra la hifa a la superficie radical y
coloniza el espacio intercelular del cortex de la raiz, para ello se activan enzimas
degradadoras de la pared celular no agresivas en el hongo, y tanto las células del
hongo como de las raices de las plantas cambian su expresion génica y su
morfologia, en este momento las hifas penetran a través de las paredes celulares y
dentro de las células del cortex desarrolla estructuras denominadas arbusculos
(lugar donde se lleva a cabo el intercambio de nutrientes entre planta y hongo) y

finalmente se forma el micelio extra radical (Nogales, 2006).



Esta simbiosis facilita la captacion de fésforo, un nutriente limitante en la mayoria
de los suelos, también influye directa o indirectamente en la absorcién de otros iones
minerales como el N, K, Ca, Mg, Fe, Mn (Sarabia et al., 2010). EI modo de accién
gue desempefia la micorriza se fundamenta ademas en la bioproteccion contra
patogenos y enfermedades debido a la competencia directa que se da entre los
microorganismos patégenos por el mismo espacio de la raiz (Fitter et al., 2011), el
incremento del vigor de la planta, la compensacion de dafios, incremento de la raiz
y la activacion de mecanismos de defensa a estreses abidticos de la planta
(Nogales, 2006).

Casos exitosos de la aplicacion de Glomus intraradices en cultivos
Numerosos estudios arrojan resultados interesantes acerca del efecto de la

interaccion de la micorriza con la planta. Nedorost y Pokluda (2012), aplicaron
Glomus intraradices combinada con fertilizacion media y obtuvieron un aumento en
vitamina C. Por otro lado, Salgado-Barrero et al. (2012), indican que Glomus
intraradices tiene el potencial de reducir la aplicacion de fertilizantes nitrogenados

en el cultivo de fresa.

Ley-Rivas et al. (2015), reportaron en tomate inoculado con G. intraradices mayor
eficiencia en el incremento de la biomasa de los frutos. Mientras que en maiz se ha
reportado mayor rendimiento de grano por efecto de micorrizas nativas del suelo,
sobre todo en suelos con baja disponibilidad de fésforo (Diaz et al., 2005).

Salgado-Barreiro et al. (2012), demostraron que en un cultivo de fresa inoculada
con G. intraradices hubo incremento en el peso seco de la raiz y parte aérea, lo que

se traduce en la reduccién de aplicaciones de fertilizantes nitrogenados en el cultivo.

Diaz-Hernandez et al. (2013), indican que la inoculacion de Jatropha curcas L. con

Glomus intraradices promueve mayor niumero de frutos y peso de semillas.
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Interaccion micorriza-bacteria
Los microorganismos promotores de crecimiento vegetal han sido utilizados en la

agricultura debido a las numerosas ventajas que le proporciona a la planta una vez
establecida la simbiosis (Constantino et al., 2010), puesto que presentan un efecto
sinérgico los microorganismos sobre la micorrizacion (Zambrano y Diaz, 2008).
Ademas, se ha evidenciado que las micorrizas al formar una red de micelios en el
suelo crean un nicho especializado para el desarrollo de bacterias (Riera y Medina,
2005).

La principal ventaja que obtienen las plantas de esta simbiosis es la facil absorcion
de P y N, los cuales presentan baja disponibilidad en el suelo, su limitacion afecta
considerablemente su crecimiento, desarrollo y rendimiento. Sanchez-Yafiez et al.
(2014), mencionan gque una posible solucion al desabasto de estos nutrientes es la
utilizacion de bacterias promotoras de crecimiento vegetal y hongos micorrizicos

arbusculares.

Bonfante y Anca (2009), comprobaron en suelos con baja disponibilidad de P que
las bacterias de vida libre solubilizadoras de fosfato pueden liberar iones fosfato, y
contribuir asi con un incremento de fosfato en el suelo disponible para que las hifas

extra radicales de los hongos micorrizicos puedan pasar a la planta.

Casos exitosos de la interaccion de Azospirillum brasilense y Glomus
intraradices aplicados en plantas
Velasco et al. (2001), detectaron un incremento en el contenido de materia seca y

en el rendimiento de tomate de céscara tratados con Glomus intraradices y

Azospirillum brasilense.

Por su parte Diaz et al. (2005), reportaron en el Norte de Tamaulipas que la
inoculacion en semilla de maiz con Glomus intraradices y la bacteria, aumentando

significativamente el grano del elote.

Riera y Medina (2005), mencionan un incremento en el rendimiento de tomate

cuando es inoculado con Glomus clarum y Azospirillum brasilense.
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Estudios realizados por Nufiez et al. (2011), reportan en lechuga que la aplicacion
combinada de los biofertilizantes Azospirillum + micorrizas obtuvo el mejor

rendimiento con 1.71 kg/m2 el cual difiere significativamente del testigo.

Anaya et al. (2011) indican que las mejores caracteristicas morfolégicas y
bioquimicas de plantulas de café, se obtuvieron con Azospirillum sp. o bien co-
inoculada con Glomus y Azotobacter y estadisticamente fueron los mejores

tratamientos.

Aguirre-Medina et al. (2011), encontraron que la simbiosis doble de G. intraradices y

A. brasilense mejor6 el desarrollo del tallo y lamina foliar en cafeto arabigo.

Orrico et al. (2013), obtuvieron evidencias de la capacidad que poseen hongos
micorrizicos y Pseudomonas fluorescens en tomate de arbol, ambos
microorganismos promotores de crecimiento vegetal redujeron el desarrollo de
nematodos y simultaneamente estimularon el sistema radical y la biomasa aérea en
las plantas infectadas. Ademas, Lozano-Contreras et al. (2013), reportaron que la
combinacion de estos microorganismos incremento la produccion total de biomasa

en Brachiaria brizantha.

Aguirre-Medina et al. (2014), mencionan que en Cedrela odorata la coinoculacion
de Rhizophagus intraradices y A. brasilense promovié mayor crecimiento vegetal en
los componentes fisiologicos y morfologicos, representando 40% mas de altura
maxima en relacion con el testigo, ademas incremento los contenidos de Ny P en

el tejido vegetal del cedro.

Sangoquiza et al. (2014), mencionan que la simbiosis de Azospirillum sp. y
Pseudomonas fluorescens presento la mayor absorcion de fésforo 10.86 g por

planta en comparacion con el testigo.

En plantas de chile jalapefio inoculadas con R. intraradices y P. fluorescens y A.

brasilense indujeron frutos mas grandes (Aguirre y Espinoza, 2017).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento
La presente investigacion se llevd a cabo en la Universidad Autbnoma Agraria

Antonio Narro, situada en la ciudad de Saltillo, Coahuila, en el invernadero no. 2 de
la Subdireccién de Operacion de Proyectos en donde fue establecido el experimento
y en el laboratorio de Biotecnologia del Departamento de Botanica de la UAAAN

donde se midieron los parametros analizados.

Metodologia de la coinoculacion
Para realizar esta investigacion se co-inocularon semillas de acelga de la variedad

Forhook Giant con la bacteria Azospirillum brasilense + hongo Glomus intraradices,
las cuales fueron sembradas posteriormente. Se siguié la metodologia propuesta
por Garcia-Pérez (2016).

Lavado y desinfeccion de las semillas
La semilla se sometié a un proceso de lavado y desinfeccion previo a la inoculacion,

mediante el siguiente procedimiento: se contaron 400 semillas de acelga y se
colocaron en un matraz Erlenmeyer con una capacidad de 500 ml, a estas semillas
se le agregaron 200 ml de una solucion de Tween 20 al 2%, el matraz se agité de
forma manual durante 10 minutos, posteriormente las semillas se enjuagaron 10
veces con agua destilada, después fueron sumergidas en 200 ml de etanol al 96%
durante un minuto manteniéndose en agitacion, pasado este tiempo se retir6 el
etanol y se colocaron en vaso de precipitado con 200 ml de hipoclorito de sodio y
se mantuvieron en agitacion durante 5 minutos, trascurrido este tiempo, las semillas
se enjuagaron 5 veces con un periodo de 3 minutos cada uno en una solucion
estéril de tiosulfato de sodio al 2% y finalmente se enjuagaron 10 veces con agua

destilada estéril, por ultimo se dejaron secar completamente al aire libre (figura 2).
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figura 2.Lavado y desinfeccion de semillas de acelga

Coinoculacién de las semillas de acelga con Azospirillum brasilense y
Glomus intraradices

Para la inoculacion de las semillas de acelga, se prepararon 50 ml de la solucién de
goma arabica al 1%, a esta solucion se le agregd 9 ml de la solucion biofertilizante
(mezcla de Azospirillum brasiliense + Glomus intraradices), y se adicion6 1 ml de
goma arabica, después se mezclo bien para homogenizar la solucién;
posteriormente se colocé 10 ml de la mezcla inoculante sobre las semillas
contenidas en un frasco de cultivo para laboratorio tipo GL 45 con tapa, y se agité
el frasco vigorosamente, después se les retiro el excedente y se dejaron secar al

aire libre.

Para el tratamiento testigo se realiz6 un procedimiento similar al antes mencionado,
la diferencia fue que para estas semillas Unicamente se les agrego 9 ml de agua
destilada mas 1 ml de solucién de goma arabica al 1%, dejandose secar al aire libre

(figura 3).
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Figura 3.Coinoculacion de semillas de acelga.

Preparacién del sustrato, llenado de las charolas y siembra
Se utiliz6 como sustrato peat moss el cual se humedecié hasta un punto de

saturacion, posteriormente se realizo el llenado de las charolas de germinacion de

plastico de 200 cavidades (figura 4).

Figura 4.Llenado de charolas y siembra de semillas.

La siembra de las semillas previamente inoculadas y no inoculadas se hizo en las
charolas de germinacidon que contenian la mezcla de sustrato antes descrito y

sefaladas para diferenciar las plantulas inoculadas y las testigos, ésta consistio en
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colocar una semilla por cavidad y cubiertas con el mismo sustrato; posteriormente,
las charolas se colocaron en el invernadero para la germinacién a una temperatura

promedio de 28°C.

Trasplante
El trasplante se realiz6 en macetas de plastico de una capacidad de 3 litros

previamente etiquetadas, llenadas con una mezcla 1:1:1 (peat moss+perlita+suelo
agricola) y humedecidas. El trasplante se realizé 27 dias después de la siembra en

charolas, se coloc6 una plantula por maceta de acuerdo al etiquetado.

Tratamientos
En la siguiente tabla se describen los tratamientos que se plantearon para este

trabajo de investigacion.

Tabla 1.Descripcién y abreviaturas usadas de los tratamientos.

*Tratamiento (nUmero de tratamiento) Descripcién

S+T+10ddT (T1) Coinoculacion en semilla, en trasplante y a los
diez dias después del trasplante

S+T+20 ddT (T2) Coinoculacion en semilla, en trasplante y a los
20 dias después del trasplante

S+T+10+20+30 ddT (T3) Coinoculacion en semilla, en trasplante, a los
10, 20 y 30 dias después del trasplante.

Steiner (T4) Steiner completa al 50%

Steiner —NP (T5) Steiner al 50% sin afadir los elementos que le
suministren nitrégeno o fosforo a las plantas

Testigo (T6) Solo agua potable

*Abreviaturas de etiquetado

Inoculacién en trasplante
Una vez trasplantadas se inocularon las plantulas de los tratamientos T1, T2,y T3,

para ello se mezclé 1 ml de biofertilizante aforado a 100 ml con agua potable,

posteriormente se le aplico directamente al suelo por un lado de la plantula.
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A los 10 ddT se realiz6 una tercera inoculacion a los tratamientos T1 y T3, siguiendo

el proceso y la dosis antes mencionada.

A los 20 ddT se realizo la cuarta inoculacion a los tratamientos T2 y T3. Finalmente,

a los 30 ddT se aplico la quinta y dltima inoculacion al T3.

Fertilizacion mineral Steiner

Para la fertilizacion de las plantulas del T4 se utilizo la solucion Steiner al 50%, la
aplicacion de la solucion inicié desde el trasplante. Los compuestos quimicos se
diluyeron en 20 litros de agua para el tratamiento mineral con Steiner completa, se
aplicé riego diario, suministrandole 100 ml de la solucién por maceta de tratamiento
(T4).

Tabla 2.Compuestos quimicos para preparar 20 L de solucion mineral (Steiner, 1984).

Compuesto quimico Cantidad
Nitrato de potasio (KNO3) 0.81¢g
Nitrato de calcio (Ca(NOs3)2) 2649
Sulfato de potasio (K2SOa4) 269
Cloruro de potasio (KCI) 2.24 ¢
EDTA Fe + Micro Mix 1649
Acido fosférico (HsPOa) 1.38 ml
Acido nitrico (HNO3) 4.0 ml
Acido sulfarico (H2S0a4) 0.49 ml

Fertilizacion mineral Steiner —-NP
La fertilizacién mineral Steiner sin nitrogeno y fésforo (-NP) al 50 % fue aplicada a

los tratamientos T1, T2, T3, y T5. Los compuestos quimicos se diluyeron en 20 litros
de agua y se le suministro 100 ml diarios a cada maceta de los tratamientos antes

mencionados.
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Tabla 3.Compuestos quimicos para preparar 20 L de solucion mineral sin nitrégeno y fésforo
(Steiner, 1984).

Compuesto quimico Cantidad
Sulfato de potasio(K2S0a4) 26¢g
Cloruro de potasio (KCI) 2249
EDTA Fe + micro Mix 1649
Acido sulftrico (H2S04) 0.49 ml

En el caso del testigo absoluto (T6) cada maceta se regé con 100 ml de agua
potable.

Evaluacion de la emergencia de semillas co-inoculas y sin inocular
Para observar el efecto de los microorganismos promotores de crecimiento vegetal

se realiz6 un conteo diario de la emergencia de las semillas desde el dia de siembra

y hasta el dia del trasplante.

Figura 5.Emergencia de las semillas y conteo de plantulas.

Parametros evaluados después del trasplante
Se evaluaron el peso fresco de la hoja, peso fresco del tallo, peso fresco de la raiz,

peso seco de la hoja, peso seco del tallo, peso seco de la raiz, y area foliar.

Evaluacion del crecimiento vegetal
Para observar el efecto de las diferentes aplicaciones del co-inoculante en cada uno

de los tratamientos a lo largo del ciclo de la acelga, se realizaron cinco muestreos

cada uno con 4 repeticiones.
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Tabla 4.Calendarizacion y descripcién de muestreos.

Numero de Fecha Descripcion
muestreo
1 20 de junio del Muestreo dia del trasplante, en el cual se tomaran 5 plantas
2019 de cada charola (co-inoculada y sin inocular).
2 30 de junio del Muestreo 10 dias después del trasplante.
2019
3 10 de julio del 2019 | Muestreo 20 dias después del trasplante.
4 20 de julio del 2019 | Muestreo 30 dias después del trasplante
5 30 de julio del 2019 | Muestreo 40 dias después del trasplante

Para evaluar el crecimiento vegetativo las plantas fueron retiradas de las macetas,

con cuidado se le quitd el exceso de suelo a la raiz y se cortaron en secciones, es

decir, raiz, tallo y hoja.

Figura 6.Diseccién de la planta.

Se midieron el nimero de hojas por planta, area foliar (para ello se utilizé el

integrador de area foliar (Marca LI-COR Modelo LI3100C), la extension de tallo y

raiz con ayuda del vernier digital marca Gimexsa y en caso necesario con una regla

de 50 cm.
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Figura 7.Medicién de &rea foliar y extension de raiz.

Se pesaron con ayuda de una balanza Marca OHAUS Modelo TS400S la raiz, el
tallo y las hojas para obtener el peso fresco, una vez tomados esos datos cada
planta con sus respectivas secciones se colocaron en bolsas de papel estraza y se
metieron a la estufa de secado Marca TERLAB, Modelo HS_H_A100308, por un
lapso de 3 dias a 65°C, transcurrido este tiempo se retiraron las muestras de la

estufa y se tomaron los datos de peso seco de raiz, tallo y hoja.

Figura 8. Medicion de peso fresco y seco del tallo.

Disefio experimental
El disefio que se utilizé en el experimento fue bloques completos al azar, ya que se

buscé contrastar los efectos en los tratamientos y el testigo, en condiciones
experimentales distintas. Para ello se establecieron 5 tratamientos mas el testigo
absoluto, 20 repeticiones, con un total 120 unidades experimentales.

20



Andlisis estadistico
A los datos obtenidos del experimento se les realiz6 un analisis de varianza y

comparacion de medias por Tukey p = 0.05, para variables estadisticas diferentes,

mediante el software InfoStat 2018, creado por la Universidad Nacional de Cérdoba
Argentina (Di Rienzo et al., 2018).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Velocidad de emergencia de la semilla

De acuerdo a los datos obtenidos en la emergencia de semillas, se puede observar
en la figura 9 que no se muestran diferencias tan marcadas en cuanto al numero de
semillas emergidas con y sin coinocular. Sin embargo, se destaca que en el dia 3,
4y 5 se presento la mayor tasa de emergencia tanto en las semillas co-inoculadas
(40, 86 y 104 semillas emergidas, respectivamente) como en las no inoculadas (37,
69, 102 semillas emergidas, respectivamente), siendo el dia 4 cuando se
presentaron 17 semillas emergidas mas que en las semillas sin inoculacién,
mientras que en el dia 5 las semillas de ambas condiciones se igualaron en nimero
de plantas emergidas, este comportamiento se mantuvo hasta el final del
experimento aunque con una variacion de entre tres a cinco semillas emergidas mas
por dia en las co-inoculadas, este comportamiento sugiere que la co-inoculaciéon
tiene efecto promotor positivo sobre la germinacion de la semilla de acelga. En este
sentido, Castelblanco (2013), reporta resultados similares a los obtenidos en el
presente trabajo, este autor utilizé 4 cepas para la inoculacion (Al, A3, A5 Y A6) de
semillas de acelga y lechuga obteniendo mayor porcentaje de germinacion en
semillas inoculadas con microorganismos. Barbaro et al. (2005), reportaron en
pimiento pimentonero inoculado con Azospirillum brasilense mayor porcentaje de
semillas germinadas en comparacién con las no inoculadas. Por su parte, Canto-
Martin et al. (2004), reportaron resultados similares en cuanto a la germinacion en
chile habanero.
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figura 9.Emergencia de semillas inoculas y sin inocular.

Peso Fresco de la Raiz
El andlisis de comparacién de medias de Tukey (P=0.05), encontré diferencias

significativas entre los tratamientos evaluados. Los resultados de la variable peso
fresco de la raiz (Cuadro 1) demuestran que en el muestreo 1 no hay diferencias
significativas entre tratamientos, las medias se presentaron en un rango de 0.40 a
0.46 g; las diferencias significativas se vieron mayormente marcadas en los
muestreos 2 al 5, donde el tratamiento 2 (T2=S+T+20ddT) mostr6é los valores
medios mas altos en los muestreos 2 y 3 con 1.15 g en ambos casos, en tanto que,
en los muestreos 4 y 5 fue el tratamiento 3 (T3= S+T+30ddT ) el que presento los
mejores valores medios (3.81 y 4.09 g, respectivamente). Cabe mencionar que en
todos los muestreos realizados el tratamiento 4 (T4= Solucion Steiner) mostro los
valores de peso de raiz mas bajos, estos valores estuvieron en un rango de 0.40 a
2.33 g. Garcia et al. (2007) indican que los efectos positivos de la aplicacion de
Azospirillum brasilense en diversos cultivos se han atribuido principalmente al
mejoramiento en el desarrollo de la raiz, y al incremento subsecuente en la tasa de

asimilacion de agua y la utilizacion de minerales del suelo.
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Cuadro 1.Resultados obtenidos para el analisis de varianza y comparacion de medias para el peso
fresco de la raiz.

Peso fresco de la raiz ()

Tratamientos No. Muestreo
1 2 3 4 5
T1 046 A 090 AB 090 AB 237 BC 329 BC
T 046 A 1.15 A 1.15 A 2.85 B 3.76 AB
T3 046 A 088 AB 088 AB 381 A 4.09 A
T4 040 A 0.38 B 0.38 B 232 BC 233 D
T5 040 A 063 AB 063 AB 217 C 262 CD

T6 040 A 060 AB 060 AB 279 B 396 AB

Medias con una letra comun, no son significativamente diferentes (p > 0.05). T1= S+T+10ddT, T2=
S+T+20ddT, T3= S+T+10+20+30 ddT T4= Steiner, T5= Steiner —NP, T6= Testigo.

Peso Seco de la Raiz
El analisis de comparacion de medias de Tukey (P=0.05), encontré diferencias

significativas entre los tratamientos evaluados. Los resultados de la variable peso
seco de la raiz (Cuadro 2) en los muestreos 1 y 2 no se observan diferencias
significativas entre tratamientos, las medias se presentaron en un rango de 0.3 a
0.4 g. Las diferencias significativas se vieron mayormente marcadas en los
muestreos 3, 4 y 5, donde los tratamiento 2 (T2=S+T+20ddT) y 5 (T5= Steiner - NP)
mostraron los valores medios mas altos, en el muestreo 3 con 0.06 g en ambos
tratamientos, en tanto que, en el muestreo 4 fue el tratamiento 5 (T5=Steiner-NP) el
gue presento el mejor valor medio (0.33g), mientras que, en el muestreo 5 los
tratamientos 2 (T2=S+T+20ddT) y 6 (T6= Testigo) fueron los que mostraron los
valores medios mas altos (0.48 g para ambos tratamientos). Es importante
mencionar que en todos los muestreos realizados, el tratamiento 4 (T4= Solucion
Steiner) mostro los valores de peso seco de raiz mas bajos, estos valores estuvieron
en un rango de 0.03 a 0.37 g. Diaz-Vargas et al. (2001), probaron la inoculacién de
11 cepas de forma individual en un cultivo de lechuga, las plantas que fueron
inoculadas fueron superiores a los demas tratamientos (sin inoculacion),

sobresaliendo los resultados obtenidos con la aplicacion de las cepas R1B de
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Enterobacter cloacae, S2-AS, B. indica, R2P2B y P. cepacia P-26 con peso seco en

un rango de 0.03 g a 0.085 g.

Cuadro 2.Resultados obtenidos para el analisis de varianza y comparacion de medias para el peso
seco de laraiz.

Peso seco de la raiz (g)

Tratamiento No. Muestreo
1 2 3 4 5
T1 004 A 003 A 005 AB 0.20 B 0.42 ABC
T2 004 A 004 A 0.06 A 028 AB 048 A
T3 004 A 003 A 006 AB 027 AB 046 AB
T4 004 A 003 A 0.04 B 022 AB 0.37 C
T5 004 A 003 A 0.06 A 0.33 A 0.41 BC

T6 004 A 003 A 006 AB 024 AB 048 A

Medias con una letra comun, no son significativamente diferentes (p > 0.05). T1= S+T+10ddT, T2=
S+T+20ddT, T3= S+T+10+20+30 ddT, T4= Steiner, T5= Steiner —-NP, T6= Testigo.

Peso Fresco del Tallo
El analisis de comparacién de medias de Tukey (P=0.05), encontr6é diferencias

significativas entre los tratamientos evaluados. Los resultados indican que en el
peso fresco del tallo (Cuadro 3) en los muestreos 1 y 3 hay diferencia estadistica
significativa entre tratamientos, donde los tratamientos 1, 2 y 3 presentan los valores
mas altos medios (0.13 g para todos los tratamientos en el muestreo 1y 0.39 g, 0.37
g, 0.38 g, respectivamente, en el muestreo 3); las diferencias significativas se vieron
mayormente marcadas en los muestreos 2, 4 y 5, donde el tratamiento 4 (T4=
Solucién Steiner) mostro los valores medios mas altos con 0.23 g, 8.58 gy 21.12 g,
respectivamente. Es necesario resaltar que en todos los muestreos realizados el
tratamiento 6 (T6= Testigo) mostrd los valores de peso fresco de tallo mas bajos,

estos valores estuvieron en un rango de 0.07 a 5.59 g.
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Cuadro 3.Resultados obtenidos para el analisis de varianza y comparacion de medias para el peso
fresco del tallo

Peso fresco del tallo (g)

Tratamiento No. Muestreo
1 2 3 4 5
T1 013 A 021 AB 039 A 322 C 1495 B
T2 013 A 0.23 A 037 A 379 BC 9.87 C
T3 013 A 018 AB 038 A 450 BC 1023 ¢
T4 007 B 0.23 A 026 B 858 A 2112 A
T5 007 B 014 AB 023 B 545 B 10.23 ¢

T6 007 B 0.12 B 022 B 3.15 C 5.59 D

Medias con una letra comun, no son significativamente diferentes (p > 0.05). T1= S+T+10ddT, T2=
S+T+20ddT, T3= S+T+10+20+30 ddT T4= Steiner, T5= Steiner —NP, T6= Testigo.

Peso Seco del Tallo
El analisis de comparacion de medias de Tukey (P=0.05), encontré diferencias

significativas entre los tratamientos evaluados. En el muestreo 1 (cuadro 4) no se
observa diferencia estadistica significativa entre tratamientos, las medias se
presentaron con el mismo valor en todos los casos 0.1 g. En los muestreos 2 al 5 si
se presentan diferencias, donde el tratamiento 1 (T1=S+T+10ddT), 3
(T3=S+T+30ddT), y 4 (T4=Solucion Steiner) mostraron los valores medios mas
altos en el muestreo 2 con 0.2 g en ambos casos, en tanto que, en el muestreo 3
fueron los tratamientos 1 (T1=S+T+10ddT) y 3 (T3+T+30ddT ) los que presentaron
los mejores valores medios (0.06 g y 0.05 g, respectivamente), mientras que en el
muestreo 4 el valor medio mas alto lo presento el tratamiento 5 (T5= Steiner —NP)
con 0.64 g, siendo el tratamiento 5 el que presento también el valor medio mas alto
junto con el tratamiento 4 (T4= Solucion Steiner) en el ultimo muestreo (1.45 g, 1.57
g, respectivamente). Es importante hacer mencion que en todos los muestreos
analizados el tratamiento 6 (T6= Testigo) obtuvo los valores de peso mas bajos,
estos valores estuvieron en un rango de 0.01 a 0.90 g, a excepcion del muestro 4
donde el tratamiento 1 (T1=S+T+10ddT) presento el valor medio mas bajo con 0.34
g. Aguirre-Medina et al. (2014), al aplicar R. intraradices en un cultivo de cedro,
donde se detecté que el peso seco del tallo fue mayor cuando fue inoculado que

cuando no.
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Cuadro 4.Resultados obtenidos para el analisis de varianza y comparacion de medias para el peso
seco del tallo

Peso seco del tallo (g)

Tratamiento N 0. Muestreo
1 2 3 4 5
T1 001 A 002 A 0.06 A 0.34 D 0.93 B
T2 001 A 001 B 005 AB 055 B 1.18 AB
T3 001 A 002 A 005 A 059 AB 124 AB
T4 001 A 002 A 004 AB 062 AB 1.57 A
T5 001 A 001 B 0.03 B 0.64 A 1.45 A

T6 001 A 001 B 0.08 B 0.47 C 0.90 B

Medias con una letra comun, no son significativamente diferentes (p > 0.05). T1= S+T+10ddT, T2=
S+T+20ddT, T3= S+T+10+20+30 ddT T4= Steiner, T5= Steiner —NP, T6= Testigo.

Peso Fresco de la Hoja
El analisis de comparacién de medias de Tukey (P=0.05), encontré diferencias

significativas entre los tratamientos evaluados. Los resultados de la variable peso
fresco de la raiz (Cuadro 5), en el muestreo 1 se muestran diferencias significativas
entre tratamientos, donde los tratamientos 1, 2 y 3 presentaron los valores medios
mas altos (0.45 g para ambos casos); las diferencias significativas se vieron
mayormente marcadas en los muestreos 3 al 5, donde los tratamientos 1
(T1=S+T+10ddT), 3 (T3= (S+T+30ddT) y 4 (T4= Soluciéon Steiner) mostraron los
valores medios mas altos (8 g, 8.54 g y 8.4 g, respectivamente) en el muestreo 3,
en tanto que, en los muestreos 4 y 5 fue el tratamiento 4 (T4= Solucién Steiner) el
gue presento los mejores valores medios (16.04 g y 25.99 g, respectivamente). Es
de destacarse que en todos los muestreos realizados el tratamiento 6 (T6=Testigo)
mostro los valores de peso de raiz mas bajos, estos valores estuvieron en un rango
de 0.27 a 9.92 g. En este sentido Vargas-Dias et al., 2001, reportan resultados
parecidos al presente trabajo, ya que al trabajar con un cultivo de lechuga inoculada
con la cepa R1B presento el valor medio mas alto con 10.26 g de peso fresco de la

hoja en cultivo de lechuga.
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Cuadro 5.Resultados obtenidos para el analisis de varianza y comparacion de medias para el peso
fresco de la hoja.

Peso fresco de la hoja (g)

Tratamiento No. Muestreo
1 2 3 4 5
T1 045 A 229 BC 8 A 8.97 BC 16.67 BC
T2 045 A 280 AB 7.13 AB 14.56 A 19.73 B
T3 045 A 239 BC 854 A 12.24 AB 16.75 BC
T4 027 B 339 AB 8.4 A 16.04 A 25.99 A
T5 027 B 153 D 753 AB 10.45 BC 14.95 C

T6 027 B 170 CD 4.92 B 6.82 C 9.92 D

Medias con una letra comuan, no son significativamente diferentes (p > 0.05). T1= S+T+10ddT, T2=
S+T+20ddT, T3= S+T+10+20+30 ddT T4= Steiner, T5= Steiner —-NP, T6= Testigo.

Peso Seco de la Hoja
El andlisis de comparacion de medias de Tukey (P=0.05), encontré diferencia

estadistica significativa entre los tratamientos evaluados en cuanto al peso fresco
de la raiz (Cuadro 6). En el muestreo 3 no hay diferencia significativa entre
tratamientos, las medias se presentaron en un rango de 0.43 a 0.45 g. En los
muestreos 1, 2, 4 y 5 si se presentd diferencia estadistica, los tratamientos 1
(T1=S+T+10ddT), 2 (T2=S+T+20ddT) y 3 (T3= S+T+30ddT) mostraron los valores
medios mas altos en el muestreo 1 con 0.4 g en ambos casos, en tanto que, en los
muestreos 2, 4 y 5 fue el tratamiento 4 (T4= Solucion Steiner) el que presento los
mejores valores medios (0.19 g, 1.86 g, 2.63 g, respectivamente). Vargas-Dias et
al., 2001, al inocular un cultivo de lechuga con la cepa R1B, observaron que el lote
inoculado obtuvo el valor medio méas alto con 0.66 g de peso seco de la hoja

superando a las plantas fertilizadas quimicamente.
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Cuadro 6.Resultados obtenidos para el analisis de varianza y comparacion de medias para el peso
seco de la hoja

Peso seco de la hoja (g)

Tratamiento No. Muestreo
1 2 3 4 5
T1 004 A 0.12 AB 056 A 0.79 BC 1.52 C
T2 004 A 0.15 AB 057 A 073 C 185 BC
T3 004 A 014 AB 049 A 104 B 1.94 B
T4 0.03 B 0.19 A 064 A 186 A 2.63 A
T5 0.03 B 0.09 B 048 A 1.03 B 1.64 BC
T6 0.03 B 0.13 AB 043 A 058 C 1.01 D

Medias con una letra comun, no son significativamente diferentes (p > 0.05). T1= S+T+10ddT, T2=
S+T+20ddT, T3= S+T+10+20+30 ddT T4= Steiner, T5= Steiner —-NP, T6= Testigo.

Area Foliar

El analisis de comparacion de medias de Tukey (P=0.05), encontré diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados en cuanto al area foliar (Cuadro 7).
En el muestreo 3 no se observa diferencia estadistica significativa entre
tratamientos, las medias se presentaron en un rango de 143.57 mm?a 156.92 mm?.
En el muestreo 1 los valores de medias mas altos se presentaron en los tratamientos
1 (T1=S+T+10ddT), 2 (T2=S+T+20ddT) y 3 (T3=S+T+30ddT) con un valor de 15.20
mm? en ambos casos. La diferencia significativa se vio mayormente marcada en los
muestreos 2, 4y 5, donde el tratamiento 4 (T4= Solucidn Steiner) mostro los valores
medios mas altos en los muestreos 2 y 5 con 78.05 mm? y 631.4 mm?,
respectivamente; en tanto que, en el muestreo 4 fueron los tratamientos 2 (T2=
S+T+20 ddT) y 4 (T4= Solucién Steiner) quienes presentaron los mejores valores
medios (349.09 mm?y 402.54 mm?, respectivamente). Es importante mencionar que
en la mayoria de los muestreos realizados el tratamiento 4 (T4= Solucion Steiner)
fue el que promovié una mayor formacion del area foliar y el tratamiento 6 (T6=
Testigo) mostrd los valores mas bajos en un rango de 10.45 mm? a 249.71 mm?,
Sotelo et al. (2012), indican que la fertilizacion quimica genera los mejores
resultados debido a que brinda nitrégeno inorganico, el cual es de facil disponibilidad

para la planta, mientras que el nitrégeno organico fijado por los microorganismos
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debe ser mineralizado en un proceso de amonificacion para ser asimilado por la
planta. Uribe y Dzib (2006), reportaron que la coinoculacion de micorrizas con
Azospirillum en un cultivo de maiz aumentaron el area foliar hasta 400 mm?,
resultados que fueron superiores al testigo, aunque el tratamiento perteneciente a
la solucion mineral Steiner super6 a los demas tratamientos en los ultimos dos
muestreos. Lira-Saldivar et al., 2013, encontraron valores similares en pepino,
donde las plantas inoculadas tuvieron valores menoresa las plantas con fertilizacion

inorganico.

Todas las interacciones sinérgicas que se dieron en el presente trabajo, repercuten
en un aumento en el crecimiento y desarrollo de las plantas de acelga, debido a los
mecanismos de promocion de crecimiento utilizados por los microorganismos tales
como la produccion de sustancias reguladoras de crecimiento, supresion de
patdgenos, fijacion de nitrdgeno y solubilizacién de fésforo (Nadeem et al., 2013:
Pérez-Moncada et al., 2015).

Cuadro 7.Resultados obtenidos para el andlisis de varianza y comparacion de medias para el area
foliar.

Area Foliar (mm?)

Tratamiento No. Muestreo

1 2 3 4 5

T1 1520 A 5578 B 15692 A 21280 BC 44543 B
T2 1520 A 6073 B 13577 A 349.09 A 428.45 B
T3 1520 A 4606 C 14396 A 31216 AB 440.19 B
T4 1054 B 7805 A 15057 A 40254 A 631.4 A
T5 1054 B 4337 C 14929 A 21452 BC 368.67 B
T6 1054 B 3426 D 14357 A 206.11 C 249.71 C

Medias con una letra comun, no son significativamente diferentes (p > 0.05). T1= S+T+10ddT, T2=
S+T+20ddT, T3= S+T+10+20+30 ddT T4= Steiner, T5= Steiner —NP, T6= Testigo.
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CONCLUSIONES

La asociacidn de bacterias promotoras de crecimiento vegetal y hongos micorrizicos
arbusculares (tratamientos de coinoculacién) en combinacién con solucién Steiner
sin nitrégeno ni fosforo, aumenté el peso seco y fresco de raiz y tallo del cultivo de
acelga evaluado en esta investigacion, adicionalmente en tres de los cinco
muestreos estos tratamientos impactaron positivamente en el peso fresco y seco de
la hoja, asi como en el area foliar, aunque en promedio la fertilizacion Steiner

completa tuvo mayor efecto positivo en las hojas, pero no en raiz ni tallo.
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