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RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL EN BROCOLI
(Brassica oleracea L.)

Luz Maria Isabel Miguel Cruz, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN
Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) han sido empleadas como
inoculantes para favorecer el rendimiento y produccion de una gran variedad de cultivos,
principalmente cereales, y algunas hortalizas. El brécoli es una hortaliza con alto valor
nutricional y una de las de mayor produccion en México. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar el efecto de la inoculacion de RPCV en el rendimiento y contenido nutrimental
del brocoli (Brassica oleracea L.). Para ello se realizaron dos experimentos. En el primero
se evaluo el efecto de cuatro RPCV (Pseudomonas tolaasii P61, Pseudomonas tolaasii
A46, Bacillus pumilus R44 y Paenibacillus sp. BSP1.1) en plantulas a nivel de semillero
las cuales fueron fertilizadas con dos niveles de la solucion Steiner. En el segundo se
evaluo el efecto de las dos cepas sobresalientes en el experimento 1 (P. tolaasii P61y
P. tolaasii A46) en plantas a nivel de campo que fueron fertilizadas con dos dosis de NPK
(45-14-36 y 90-28-72). En el experimento de semilleros, las plantulas inoculadas con las
cepas A46 y P61 y regadas con el 50% de solucion Steiner obtuvieron los valores mas
altos en el contenido de clorofila (50.3 y 48 unidades SPAD), peso seco de raiz (25.8 'y
24. 4 mg) y volumen radical (0.43y 0.38 cm?®). En el experimento de campo, los resultaron
mostraron que el tratamiento inoculado con la cepa P61 y con el 100 % de la fertilizacién
obtuvo los valores mas altos en la extraccion de N (248.6 kg/ha) y P (41 kg/ha). En
relacion con las variables medidas en la pella, este tratamiento presento los valores mas
altos de diametro (15.8 cm), altura (16.5 cm) y peso fresco (446.2 g). Con respecto al
rendimiento el mejor tratamiento fue el inoculado con la cepa P61 y con 100 % de
fertilizacién obteniendo lo equivalente a 17.8 ton/ha, superando a los dos tratamientos
fertilizados y sin inoculacién que presentaron rendimientos de 11.1 y 13.4 ton/ha,

respectivamente.

Palabras claves: hortalizas, semillero, fertilizacion nitrogenada, extraccion nutrimental,

rendimiento.



PLANT GROWTH PROMOTING RHIZOBACTERIA IN BROCCOLI (Brassica oleracea
L.)
Luz Maria Isabel Miguel Cruz
Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

The plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) have been used as inoculants to favor
the yield and production of a wide variety of crops, mainly cereals, and some vegetables.
Broccoli is a vegetable with high nutritional value and one of the most cultivated in México.
The objective of this research was to evaluate the effect of inoculation of PGPR on the
yield and nutritional content of broccoli (Brassica oleracea L.). For this, two experiments
were performed. In the first one, the effect of four PGPR (Pseudomonas tolaasii P61,
Pseudomonas tolaasii A46, Bacillus pumilus R44 and Paenibacillus sp.BSP1.1) were
evaluated in seedbed where seedlings were fertilized with two levels of the Steiner
solution. In the second one, the effect of the two most outstanding strains P. tolaasii P61
and P. tolaasii A46), obtained in first experiment, were evaluated in field conditions where
inoculated plants were fertilized with two doses of NPK (45-14-36 and 90-28- 72). In the
seedbed experiment, the seedlings inoculated with strains A46 and P61 and watered with
50% Steiner solution had the highest values in the chlorophyll content (50.3 and 48 SPAD
units), root dry weight (25.8 and 24. 4 mg) and radical volume (0.43 and 0.38 cm?). In the
field experiment, the results showed that the treatment inoculated with the P61 strain and
fertilized with the 100% dose obtained the highest values in the extraction of N (248.6 kg
/ ha) and P (41 kg / ha). In relation to the variables measured in the head, this treatment
presented the highest values of diameter (15.8 cm), height (16.5 cm) and fresh weight
(446.2 g). With respect to yield, the best treatment was the one inoculated with P61 strain
and with 100% dose, obtaining the equivalent of 17.8 ton/ha, surpassing the two
treatments fertilized and without inoculation, which presented yields of 11.1 and 13.4
ton/ha, respectively

Key words: vegetables, seedbed, nitrogen fertilization, nutrient extraction, yield.
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I. INTRODUCCION

La agricultura convencional ha desempeiiado un papel fundamental ante la constante
demanda de alimentos en el mundo (Mahanty et al., 2017), sin embargo, es altamente
dependiente de fertilizantes sintéticos (Tilman et al., 2002) que si se aplican en exceso
pueden tener impactos en el ambiente, ya que no todo el fertilizante es aprovechado por
los cultivos (Gupta et al., 2015; Martinez-Hidalgo et al., 2018). Esto ha llevado a la idea
de utilizar microorganismos benéficos como las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (RPCV) (Olanrewaju et al., 2017; Tsukanova et al., 2017).

Las RPCV son un grupo de bacterias que habitan en el suelo y favorecen el crecimiento
de los cultivos (Chaudhary y Shukla, 2019) mediante varios mecanismos, como fijacion
de nitrégeno, produccion de sideréforos, solubilizacion de fosfatos, sintesis de
fitohormonas, entre otros (Gomes et al., 2018; Numan et al., 2018). Su uso en la
agricultura tiene potencial, particularmente en la seguridad alimentaria y la produccién
sostenible de cultivos, debido a su capacidad de incrementar el rendimiento y la
produccién cuando se usan en combinacién con la fertilizacion, ademas de ser de bajo
costo econdémico y ambiental (Bhardwaj et al., 2014; Olanrewaju et al., 2017; Tsukanova
et al.,, 2017). Esto puede resultar en un uso de dosis mas racionales de fertilizantes
qguimicos aprovechando que las RPCV pueden ayudar a las plantas a ser mas eficientes
en la absorcion de nutrimentos.

El brécoli (Brassica oleracea L.) es una hortaliza con importancia desde el punto de vista
nutricional al ser una fuente importante de vitaminas, acido fdlico, calcio y minerales
(Maynard y Hochmuth, 2007). Ademas, cuenta con actividad antioxidante vy
anticancerigena, esta UGltima esta dada por el contenido de glucosinolatos (Li et al., 2010).
Debido a que existen pocos estudios que demuestren el efecto de las RPCV en brécoli
el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la inoculacion de rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) en el rendimiento y contenido nutrimental de

este cultivo.



II. OBJETIVOS

General
» Evaluar el efecto de la inoculacion con rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (RPCV) y la fertilizacibon mineral sobre el rendimiento y contenido

nutrimental del brocoli (Brassica oleracea L.).

Especificos

» Seleccionar cepas de RPCV que incrementen el crecimiento de brocoli a nivel de
semillero.

» Evaluar la respuesta de brocoli a la inoculacion de RPCV en combinacion con dos
dosis de fertilizacion.

> Evaluar la extraccién de N, P y K por el cultivo de brécoli con base en la

inoculacion y la fertilizacion quimica.



. HIPOTESIS

General

» La inoculacion de RPCV en combinacién con la fertilizacion mineral incrementa el

rendimiento en 20 % y el contenido nutrimental en 10 %.

Especificas

» Cepas de RPCV tienen diferente efecto en el crecimiento de brécoli a nivel de
semillero.

> Los tratamientos de inoculacion de RPCV en combinacién con la fertilizacién tiene
mayor efecto positivo en el rendimiento de brocoli en comparaciéon con
tratamientos que llevan solo fertilizante.

» Los tratamientos de inoculacién de RPCV en combinacién con la fertilizacion
incrementan la extraccion de N, P y K del brécoli en comparaciéon con los

tratamientos que llevan solo fertilizante.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Larizosfera

El término rizosfera, fue utilizado por primera vez en 1904 por el cientifico Lorenz Hilter,
para denominar a la region del suelo que esta en contacto con las raices de las plantas
(Curly Truelove, 1986; Hartmann et al., 2008). En esta zona se encuentran azucares,
aminoacidos, fitohormonas, vitaminas, carbohidratos poliméricos, purinas,
nucledtidos, enzimas y algunos gases como etileno y CO2 (Lynch y Whipps, 1990;
Dakora y Phillips, 2002). Gran parte de estos compuestos provienen de exudados
radicales (Curl y Truelove, 1986; Glick, 2012), que pueden modificar las condiciones
del medio (Gunawardena et al., 2001; Jia et al., 2019). De esta forma se favorece la
presencia de una gran diversidad de especies de microorganismos (Vacheron et al.,
2013), capaces de ejercer efectos negativos, neutros o positivos (Nelson, 2004) en la
salud, el crecimiento y la productividad de las plantas (Gunawardena et al., 2001;
Berendsen et al., 2012; Breidenbach et al, 2016; Li et al., 2019) e influir en la fertilidad
del suelo (Hayat et al., 2010).

Aguellos microorganismos que ejercen efectos positivos en el crecimiento de las
plantas pueden ser aislados e inoculados en cultivos de interés agricola (Hernandez-
Rodriguez et al., 2006), funcionando como una tecnologia sustentable para
incrementar el rendimiento de los cultivos en la agricultura (Pefia y Reyes, 2007;
Berendsen et al., 2012).

4.2 Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, son un grupo de bacterias, que
habitan en la rizosfera, filosfera o endorizosfera de las plantas (Orozco-Mosqueda et al.,
2018), que son capaces de afectar positivamente el crecimiento de las plantas directa o
indirectamente (Ahemad y Kibret, 2014). Dentro de los mecanismos directos se
encuentra la solubilizacion de fosfatos, la fijacion de nitrégeno, la produccion de

sideroforos, la produccion de fitohormonas y la sintesis de enzimas como la AAC



desaminasa. Como mecanismos indirectos, se considera la resistencia sistémica
inducida, agentes de biocontrol y competencia por nutrientes y espacio cerca de la raiz
(Glick et al., 1999). Sin embargo, algunas cepas presentan mas de un mecanismo de
accion que al ser evaluado por separado, podria estar siendo subestimado el potencial
de esas cepas; ya que existe la posibilidad que la promocion del crecimiento vegetal sea
el resultado de una accién conjunta de los mecanismos de accién de una cepa o de

varias cepas (Bashan y De-Bashan, 2010).

Algunos de los géneros de bacterias que se consideran rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (RPCV) son: Alcaligenes, Azospirillum, Azotobacter, Arthrobacter,
Bacillus, Burkholderia Enterobacter, Microbacterium, Ochrobactrum, Pseudomonas,
Serratia, Sphingomonas, entre otros (Acebo et al., 2007; Saharan y Nehra, 2011;
Bhattacharyya y Jha, 2012; Luna et al., 2013; Rodriguez et al., 2014; Arikan y Pirlak,
2016), que han sido utilizadas en cultivos de interés agricola, por tener un efecto benéfico
en la planta. Ademas, son una importante herramienta en la agricultura sostenible (Lucy
et al., 2004; Berendsen et al., 2012; Goswami et al., 2015). Algunos de los géneros de
bacterias con mecanismos multiples de accion son: Azospirillum sp., Pseudomonas sp.,
Enterobacter sp., Burkholderia sp. y Bacillus sp. (Ahemad y Kibret, 2014; Bashan y De-
Bashan, 2010; Gupta et al., 2002).

421 Produccién de fitohormonas

Las hormonas vegetales o fitohormonas son compuestos organicos que se sintetizan en
alguna parte de la planta y se traslocan a otra parte de la misma en concentraciones muy
bajas, y contribuyen en procesos fisiol6gicos como: regulacion de la quiescencia,
germinacién de la semilla, formacién de raiz, floracion, ramificacion, amacollamiento y
maduracion de frutos (Salisbury y Ross, 1996; Tsavkelova et al., 2006; Javid et al., 2011).
Las principales fitohormonas identificadas en las plantas son: auxinas, giberelinas,

citocininas, acido abscisico y etileno (Davies, 2010).



Ademas de las plantas, diferentes cepas de RPCV son capaces de sintetizar
fitohormonas, metabolizarlas o afectar la sintesis en las plantas (Karadeniz et al., 2006);
funcionan como parte fundamental en la interaccion planta—microorganismo,
coordinando las repuestas celulares y metabdlicas e interviniendo en la traduccion de
sefales (Tsavkelova et al., 2006; Vacheron et al., 2013; Boivin et al., 2016; Tsukanova
et al., 2017).

4211 Auxinas

Son fitohormonas que estan involucradas en procesos de crecimiento y desarrollo de las
plantas. Las auxinas se encuentran principalmente en los meristemos apicales de frutos,
hojas, tallo y raices (Jankiewicz, 2003). Participan en la formacion de O6rganos,
diferenciacion de tejidos vasculares, produccion de etileno, dominancia apical (Bidwell,
1987; Teale et al., 2006; Tanaka et al., 2006; Vanneste y Friml, 2009; Finet y Jaillais,
2012; Reddy, 2014; Tivendale y Cohen, 2015; Strader y Zhao, 2016).

Las cuatro auxinas naturales presentes en las plantas son: &cido indol-3-acético (AlA),
acido indol-3-butirico (IBA), acido 4-cloroindol-3-acético (4-CI-AlA) y &cido fenilacético
(PAA) (Simon y Petrasek, 2011). El AIA es el que se encuentra presente en la mayoria
de las plantas (Zhao, 2012; Duca et al., 2014).

La sintesis del AIA no sélo esté limitado Unicamente a plantas, algunos microorganismos
como hongos, bacterias y algas son capaces de producirlo también (Patten y Glick, 1996,
Lee et al., 2004). Se estima que mas del 80 % de las bacterias aisladas de la rizosfera
pueden sintetizar AlA, a través de multiples rutas (Spaepen y Vanderleyden, 2011). Las
tres rutas metabdlicas mas utilizadas por las bacterias son: la del acido indol-3-pirtvico
(Figura 1la), identificada en Agrobacterium, Azospirillum, Bradyrhizobium, Rhizobium,
Enterobacter, Erwinia herbicola, Pseudomonas, Klebsiella, entre otras; la segunda es la
formacion de triptamina a partir del triptéfano (Figura 1b) utilizada por Bacillus y la tercera
es la via indol-3-acetamida (Figura 1c), comUnmente presente en Azospirillum,

Agrobacterium tumefaciens, Erwinia herbicola, Rhizobium sp. y Bradyrhizobium sp.



(Costacurta y Vanderleyden, 1995; Camelo et al., 2011; Amara et al., 2015; Goswami et
al., 2016).

La cantidad de AIA sintetizado es variable, por ejemplo en Enterobacter cancerogenus
se registraron 25 ug ml! después de 72 horas de incubacién (Jha et al., 2012),
Pseudomonas mucilaginosus produjo 13 ug ml™" pasadas 72 horas de incubacion
(Goswami et al., 2015), mientras que para Pseudomonas fluorescens se reportaron 29

ug mi~! después de 48 horas (Goswami et al., 2013).

421.2 Giberelinas

Son fitohormonas, pertenecientes a la familia de los diterpenoides que tienen en comun
un esqueleto de ent-giberelano; compuestas por 19 o 20 atomos de carbono, agrupados
en sistemas de cuatro o cinco anillos, donde el quinto anillo es una lactona (Salisbury y
Ross, 1996; Salazar-Cerezo et al., 2018), son sintetizadas por plantas, hongos y
bacterias (Morrone et al., 2009). Las giberelinas fueron aisladas por primera vez en 1930
por T. Yubata y T. Hayashi, a partir del hongo Gibberella fujikuroi (ahora reclasificado
como Fusarium fujikuroi) causante de la enfermedad “plantula tonta” en arroz (Salisbury
y Ross, 1996; Binenbaum et al., 2018).

En 2015 ya se conocian 136 giberelinas, en plantas, hongos y bacterias. Sin embargo,
Unicamente la Gi, Gs3, G4 y G7, son considerados como compuestos bioactivos (Bémke
y Tudzynski, 2009; Hedden y Sponsel, 2015). De ellos el mas conocido es el acido
giberélico (Gs), el cual se obtiene a partir de Fusarium fujikuroi, se produce
comercialmente y es de gran utilidad en la agricultura (Rademacher, 1994; Salisbury y
Ross, 1996; Davies, 2010).

Las principales funciones que desempefan las giberelinas en las plantas son: estimular
la elongacion de tallo y raiz, favorecer la germinacion de las semillas, participar en la
floracion e inducir el desarrollo de frutos partenocarpicos (sin semilla) (Hedden y Sponsel,
2015; Binenbaum et al., 2018).



La produccion de giberelinas por las bacterias ha sido identificada en RPCV desde
1961(Vancura et al., 1961; Bomke y Tudzynski, 2009). La primera cepa bacteriana
reportada como productora de giberelinas fue Azotobacter chroococcum (Vancura et al.,
1961), posteriormente se han identificado otras cepas productoras como Bradyrhizobium
sp. (Dobert et al., 1992), Azospirillum lipoferum (Piccoli et al., 1996) y las que se sefalan

en el Cuadro 1.
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Figura 1. Rutas metabolicas para la sintesis de AIA en bacterias. (A) triptofano
transferasa, (B) indol-3-piruvato descarboxilasa, (C) indol-3-acetaldehido oxidasa, (D)
triptéfano descarboxilasa; (E) amina oxidasa, (F) indol-3-acetaldehido oxidasa, (G)
triptéfano 2-monooxigenasa y (H) indoleacetamida hidrolasa. Modificada de Patten y
Glick, 1996.



Cuadro 1. Sintesis de giberelinas por bacterias (Adaptado de Salazar-Cerezo et al.,
2018).

Bacteria Giberelina sintetizada Referencia

Acinetochter G1, G3Gs4, Go, Gz, Gis, Gio, G20 Ga4, Kang et al. (2009)
calcoaceticus Gs3

diazotrophicus Gs Moreno-Ramirez et al. (2014)
Azospirillum lipoferum G, Gs Bastian et al. (1998)

Bottini et al. (1989) y Piccoli et

Azospirillum brasilense G, Gz, Ga, Go, G2o al. (1996)

Bacillus G4, Gs, Gg, Gy, G12, G19, G20, G24, Gas,
amyloliquefaciens Gs3

G, Gz, Ga, G7, Gg, G12, G1g, G20, G24,
G34, G3s, Gas, Gs3

Bacillus sp. Gi, Gs Janzen et al. (1992)

Shahzad et al. (2016)

Bacillus cereus Joo et al. (2004)

G1, Gs, G4, Goo Gutiérrez-Mafiero et al. (2001)
Bacillus licheniformis

G4, Go, Gaa Kang et al. (2015)

G1, Gz, Ga, G7, Gy, G12, G19, G20, G2,

Bacillus macroides
Gaa, Gz, Gaa, Gs3

Joo et al. (2004)

Bacillus G, Gz, Gy, Gs, Gy, G12, G19, G20, Ga4, :
methylotrophicus Gy, Gus Radhakrishnan y Lee (2016)
Bacillus pumilus G1, Gs, Ga, Gao Gutiérrez-Mafiero et al. (2001)
Brady.rhIZOblum Gis, Gaa, Go Méndez et al. (2014)
japonicum
Burkholderia cepacia  Gi, Gs, G4, G, Gi2, Gis, G20, G24 Joo et al. (2004)
Burkholderia sp. G1, Gs, G4, Goo Gutiérrez-Mafiero et al. (2001)
Enterococcus faecium  Gi, Gs, G4, Go, G12, G1s, G20, G24 Kang et al. (2015)
Herbaspirillum G1, Gs, Gy, Gs, Go, G12, G1g, G20, G2, Lee et al. (2015)
seropedicae Gs3

: : : Kang et al., 2014a, Kang et al.,
Leifsonia soli Gy, Gz 2014b
Pseudomonas monteilii Gz Pandya y Desai (2014)

Promicromonosporasp. Gi, Ga, Go, Gi12, G19, G20, G24, Gas, Gsz Kang et al. (2012)
Rhizobium meliloti G1, G4, Gy, Goo Atzorn et al. (1988)




421.3 Citocininas

Estructuralmente las citocininas naturales son derivadas de la adenina y se clasifican de
acuerdo con la configuracion de su cadena lateral N6, en isoprenoides o arométicas (Mok
y Mok, 2001; Kieber y Schaller, 2014). La presencia de esta hormona, es esencial para
la division y diferenciacién celular (Sakakibara et al., 2005; Kamada-Nobusada y
Sakakibara, 2009); ademés de afectar una serie de procesos fisiolégicos y de desarrollo
como: senescencia de la hoja, movilizacion de nutrientes, dominancia apical, desarrollo
floral, germinacion de las semillas, participa en la respuesta al estrés bidtico y abidtico y
favorece la nodulacion durante la simbiosis rizobio-leguminosa (Taiz y Zeiger, 2006;
Wernery Schmiulling, 2009; Maheshwari et al., 2015; Reid et al., 2017; Mens et al., 2018).
Su descubrimiento, inicié en 1913 con los trabajos de Haberlandt, pero fue hasta 1956
cuando Carl Miller en el laboratorio de Folke Skoog en la Universidad de Wisconsin,
Madison, descubrié que una adenina sustituida, 6 furfuril amino purina, era mucho mas
potente que la adenina para promover la divisién celular en explantes de tabaco; esta
sustancia recibié el nombre de cinetina, sin embargo, este compuesto no se encuentra
de forma natural en las plantas (Salisbury y Ross, 1996). Fue hasta 1963, cuando Letham
aislo la primera citocinina natural, la zeatina, aislada de granos de maiz (Raven et al.,
1992; Salisbury y Ross, 1996; Segura, 2008). Este compuesto es el predominante en la
mayoria de las plantas y junto con las auxinas son compuestos claves en el cultivo de
tejidos (Raven et al., 1992; Taiz y Zeiger, 2006).

En la biosintesis de las citocininas se han propuesto dos vias, la via directa, involucra el
desarrollo de dimetilalil pirofosfato (DMAPP) y N6-isopenteniladenosina monofosfato (i6
AMP) de adenosin monofosfato (AMP), posteriormente se da la formacién de
compuestos de tipo zeatina a partir de la hidroxilacion de la cadena lateral, y la via
indirecta, en la que las citoquininas se liberan por recambio (hidrolisis) de ARNt que
contiene cis-zeatina (Mok et al., 2000; Segura, 2008; Amara et al., 2015; Goswami et
al., 2016).



Las citocininas también pueden ser sintetizadas por cepas bacterianas, algunas de ellas
patdgenas, por ejemplo, Agrobacterium tumefaciens, jugando un importante papel
durante el proceso de infeccion (Akiyoshi et al., 1984 Sugawara et al., 2008). Sin
embargo, también se han identificado en RPCV, por ejemplo: Azospirillum lipoferum
(Esquivel-Cote et al., 2010), Burkholderia sp., Enterobacter sp., Methylobacterium sp.,

(Lee et al., 2006) y Pseudomonas fluorescens (Garcia de Salamone et al., 2001).

422 Fijacion de nitrégeno

El nitrégeno es un nutriente esencial para los seres vivos, debido a que es parte
estructural de compuestos vitales como aminoacidos, proteinas, enzimas,

nucleoproteinas, acidos nucleicos y clorofila (Reddy, 2014).

A pesar de que el nitrégeno constituye mas del 78 % del volumen de aire de la atmosfera
terrestre (Erisman et al., 2008; Sutton et al., 2011), es también uno de los elementos que
mas limita la produccion de los cultivos (Garcia y Espinosa, 2008). Esto se debe a que
las plantas son incapaces de asimilar el dinitrogeno (N2) atmosférico (Reddy, 2014), ya
gue las raices lo absorben en forma de iones de nitratos (NO3) y amonio (NH4*)
(Cardenas-Navarro et al., 2004; Alcantar-Gonzéalez et al., 2016). Para que el N2 se
transforme en NH4 es necesario que ocurra la fijacion biolégica del nitrégeno realizada
por microorganismos simbiéticos o de vida libre (Reddy, 2014), descubierta durante el
siglo XIX por Jean Batiste Boussingault, Hermann Hellriegel y Hermann Wilfarth,
(Galloway et al., 2013); esto es posible, debido a que, las bacterias fijadoras de nitrégeno
en su estructura poseen un complejo enzimatico llamado nitrogenasa encargada de
catalizar la reaccion(Taiz y Zeiger, 2006; Dominguez- Valdivia et al., 2008). La
nitrogenasa necesita energia en forma de ATP (16 ATP por Nzreducido) y la presencia
de Mg?* que actlla como puente de unién entre uno de los componentes de la enzima y

el ATP (Navarro-Garcia y Navarro-Garcia, 2013). La ecuacion global es:

Mz + BH++ 8e- +16 Mg-ATP —— 2NH; + Hz+ 16Mg-ADP + 16Pi



Las cepas bacterianas que tienen la capacidad de fijar N2 se clasifican en dos categorias.
La primera categoria estd4 constituida por bacterias que establecen una relacién
mutualista con leguminosas y algunos arboles (Martinez-Viveros et al., 2010; Goswami
et al., 2016). Los rizobios son un grupo de bacterias que tienen la capacidad para
establecer simbiosis con leguminosas y formar nddulos en las raices, donde se lleva a
cabo la fijaciobn de nitrogeno (Gupta et al., 2015). Algunos géneros bacterianos
representantes de este grupo son: Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium, Allorhizobium y Sinorhizobium (Zahran, 2001; Vessey, 2003; Reddy,
2014). Frankia, es una actinobacteria que establece simbiosis con arboles entre los que
se encuentran Alnus y Casuarina, forma nddulos parecidos a los de las leguminosas
(Guerrero y Valdés, 2008; Battenberg et al., 2017).

La segunda categoria corresponde a las bacterias de vida libre (Goswami et al., 2016).
Este grupo de microorganismos viven fuera de las células de las plantas (Reddy, 2014).
Algunos ejemplos son: Acetobacter, Acinetobacter, Arthrobacter, Azotobacter,
Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Klebsiella y Paenibacillus
mucilaginosus (Reddy, 2014; Goswami et al., 2015; Goswami et al., 2016).

Los mejores microorganismos fijadores de nitrdgeno son aquellos que forman
asociaciones simbioticas, sin embargo, es un grupo muy limitado. Las bacterias de vida
libre son las mas abundantes en la naturaleza y también aportan una gran cantidad de

nitrégeno a los ecosistemas (Dahal et al., 2017).

423 Solubilizacién de fosfatos

El fésforo es el segundo de los nutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo de
las plantas (Vessey, 2003; Bhattacharyya y Jha, 2012; Reddy, 2014), debido a que es
parte estructural de las moléculas de DNA y RNA, de los fosfolipidos de las membranas
celulares y del adenosin trifosfato (ATP) (Aldridge, 1999; Ferrera-Cerrato et al., 2016).).
Representa del 0.2 a 0.8 % del peso seco de la planta (Sharma et al.,, 2013) y es

considerado el menos disponible en los suelos agricolas (Raghothama y Karthikeyan,



2005). La reserva de este elemento se encuentra en las apatitas y depositos de fosfato
natural de donde es liberado a través de procesos de meteorizacion, erosion y extraccion
industrial como fertilizante (Ceron y Aristizabal, 2012). Algunos microorganismos tienen
la habilidad de convertir estas formas del fosforo en formas accesibles para las plantas
como el ortofosfato (Rodriguez et al., 2006). Aproximadamente del 1-50 % de las
bacterias que se encuentran en el suelo son solubilizadoras de fosfatos, mientras que en
hongos menos del 0.1 % tienen esta capacidad (Khan et al., 2009), su influencia en el
ciclo del fosforo se ha reconocido desde 1903 (Rodriguez y Fraga, 1999; Khan et al.,
2009).

Bashan y su grupo de colaboradores (Bashan et al., 2013), reportaron cinco mecanismos
mediante los cuales se lleva a cabo la solubilizacion de fosfatos por parte de los
microorganismos, los cuales son: liberacion de protones, acidos organicos y enzimas
fosfatasas, actividad redox y la disolucion indirecta al ser estimulados por la liberacion
de exudados radicales por la planta. Sin embargo, el mas documentado, es mediante la
liberacion de acidos orgéanicos (Khan et al., 2009; Bhattacharyya y Jha, 2012; Goswami
et al., 2016) como el acido citrico, lactico, glucénico, isobutirico, oxalico, mélico, entre
otros (Khan et al.,, 2007). Este mecanismo esta representado mediante la siguiente
reaccion quimica, donde HnX es el acido, m es el coeficiente estequiométrico en el
complejo de calcio formado y n es el indice igual al valor absoluto de la carga del anién
(X n-) (Bashan et al., 2013):

Cas(PO4)2 + 3MHnX = 3[CaXm]2™™" + 2HPO42~ +(3mn=-2) H*

Algunos de los géneros bacterianos que han sido identificados con la capacidad de ser
solubilizadores de fosfatos son: Achromobacter, Aereobacter, Agrobacterium, Bacillus,
Burkholderia, Flavobacterium, Microccocus y Rhizobium (Rodriguez y Fraga, 1999; Jeon
et al., 2003, Sharma et al., 2013).



424 Produccién de sider6foros

El hierro es el micronutriente mas importante en las plantas (Aguado—Santacruz et al.,
2012). Actia como cofactor de varias enzimas oxido-reductasas y es fundamental para
la formacion de la clorofila, aunque no es parte estructural de la molécula (Bidwell, 1987;
Goswami et al., 2016). Es abundante en los suelos en forma de Fes" pero su
disponibilidad es baja por su tendencia a formar 6xidos e hidroxidos (Bulgarelli et al.,
2013; Goswami et al., 2016). Las plantas utilizan estrategias para la adquisicion eficiente
del hierro, como: la acidificacion del medio y la excrecion de fitosideroforos (Ferrera-
Cerrato et al., 2016). Las RPCV, que habitan en la rizosfera de las plantas, también

contribuyen secretando sideroforos (Reddy, 2014).

Los sideroforos son compuestos de bajo peso molecular, generalmente por debajo de 1
kDa, que contienen grupos funcionales con alta afinidad por el ion férrico (Fes*) (Figura
2) y son solubles en agua (Martinez-Viveros et al., 2010; Bulgarelli et al., 2013; Ahemad
y Kibret, 2014; Reddy, 2014; Goswami et al., 2016; Ferrera-Cerrato et al., 2016). Se
dividen en tres familias principales en funcién del grupo funcional caracteristico:
hidroxamatos (Figura 2a), catecolatos (Figura 2b) y carboxilatos (Figura 3c) (Gupta et al.,
2015). No todas las bacterias producen el mismo tipo de sideréforo. Por ejemplo:
Enterobacter cancerogenes produce sideréforos de tipo hidroximato y Paenibacillus

mucilaginosus puede producir sideréforos de tipo catecolatos (Goswami et al., 2015).

Algunos géneros de bacterias productoras de sideréforos son: Alcaligenes, Azotobacter,
Bacillus, Bradyrhizobium, Clostridium, Enterobacter, Geobacter, Mesorhizobium,
Pseudomonas y Rizhobium (Braud et al., 2009; Reddy, 2014; Ferrera-Cerrato et al.,
2016). Una caracteristica importante de las bacterias es que tanto las gramnegativas
como grampositivas reducen el Fes* a Fe2* en su membrana (Ahemad y Kibret, 2014),
gue es la forma como las plantas lo prefieren para su absorcion (Vessey, 2003). De esta
forma las RPCV favorecen indirectamente el crecimiento de las plantas (Grobelak y
Hiller, 2017).
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Figura 2. Ejemplos de sideré6foros. a) Aerobactina, pertenece al tipo hidroxamatos, b)
Enterobactina, pertenece al tipo catecolatos y c) Rizoferrina, pertenece al tipo
carboxilatos (Sah y Singh, 2015).

4.3 El cultivo de brécoli

El brécoli es una planta anual con habito de crecimiento erecto, su altura va de 60 a 90
cm (Jaramillo y Diaz, 2006). Es una planta herbacea cuyo producto comestible es una
inflorescencia conocida como “pella”, conformada por flores dispuestas en un corimbo
principal, su color varia de verde a purpura dependiendo del cultivar, puede alcanzar un
diametro de hasta 35 cm (Casaca, 2005). Su tallo es herbaceo, con un diametro de 2-6
cm de longitud, en donde se disponen las hojas en forma helicoidal; los entrenudos son
cortos. Las hojas son de color verde obscuro sin estipulas y cerosas (Jaramillo y Diaz,

2006). La parte superior del tallo termina en la inflorescencia principal, las Unicas



ramificaciones son las inflorescencias secundarias que se ubican en los nudos
superiores (Dixon, 2007). Su contenido nutricional por cada 100 gramos de peso fresco
se encuentra en el Cuadro 2. El fruto es una vaina de color verde cenizo que mide en
promedio de 3-4 cm. Las semillas, son en forma de municidon y miden de 2-3 mm de
didmetro (Quesada y Méndez, 2005).

43.1 Fenologia del cultivo

4.3.1.1 Etapade semillero

Caracterizada por la formacion de hojas y raices, también llamada fase de almacigo. Esta
fase se inicia con la germinacion de la semilla y culmina cuando la planta tiene de 3 a 4
hojas bien formadas y con una altura de 10-12 cm (Jaramillo y Diaz, 2006). El intervalo
optimo de temperatura para la germinacion del brécoli se establece entre 20 a 30 °C
(Maroto et al., 2007).

CUADRO 2. Composicién nutrimental del brécoli (Modificado de Maynard y Hochmuth,
2007).

Componente Concentracion
Agua 89 %
Energia 34 Kcal
Proteina 284¢g
Lipidos 04g¢g
Carbohidratos 6.69
Fibra 269
Calcio 47 mg
Fosforo 66 mg
Hierro 0.7 mg
Sodio 33 mg
Potasio 316 mg
Vitamina A 660 IU
Tiamina 0.07 mg
Riboflavina 0.12 mg
Niacina 0.64 mg




4.3.1.2 Etapajuvenil

Esta etapa comienza con el trasplante en el campo y termina con la aparicion del
primordio floral, tiene una duracion aproximada de 40 dias, durante este periodo

Unicamente presenta crecimiento vegetativo (Jaramillo y Diaz, 2006).

4.3.1.3 Etapade emergencia floral

Para que sea posible la formacion de la pella, es necesario un periodo con temperaturas
bajas, de tal forma que la planta sea estimulada y resulte en la emision del florete
(Martinez, 2004). Generalmente esto se da entre los 40- 45 dias después del trasplante,
dependiendo del cultivar y el ciclo de produccion; cuando esto sucede siguen brotando

hojas de tamafio mas pequefo que en la etapa juvenil (Jaramillo y Diaz, 2006).

4.3.1.4 Etapade laformacion de la pella

Tras haber inducido la floracion, las plantas dejan de formar nuevas hojas y las que se
habian formado poseen una tasa de crecimiento menor. En esta fase se da el crecimiento
de la inflorescencia en diametro y biomasa, dura aproximadamente 20 dias (Maroto et

al, 2007). Finalizando esta etapa la pella ha alcanzado su madurez comercial.

4.3.1.5 Etapade floracién

Una vez ocurrida la compactacion de la pella inicia una nueva etapa, la cual se distingue
por el amarillamiento de la cabeza del brécoli perdiendo asi la calidad comercial (Villalva,
2011).

4.3.1.6 Polinizacién y fructificacion

A pesar de que el brocoli tiene flores perfectas presenta problemas de

autoincompatibilidad, por lo tanto, se necesitan polinizadores (Krarup, 1992).



4.3.2 Requerimientos edafoclimaticos

4.3.2.1 Temperatura

El rango de temperatura 6ptimo en el suelo para la germinacion de la semilla de brocoli
es de 5 a 28 °C, bajo este rango de temperaturas normalmente la semilla germina y
emerge la plantula en 3 - 8 dias (Casseres, 1980).

Las temperaturas minima y méaxima de desarrollo se sitian entre 6 y 30 °C,
respectivamente y el 6ptimo de crecimiento se alcanza entre 16 y 18 °C. (INIFAP, 2009).
Durante la formacion de la inflorescencia, se prefieren temperaturas comprendidas entre
12 y 18 °C, con el objetivo de que la inflorescencia se forme compacta; asi mismo
temperaturas menores a 10 °C durante este periodo propician un crecimiento lento y
dafos en la inflorescencia (Maroto et al., 2007).

Se debe hacer mencion que a temperaturas mayores de 22 °C durante la formacion de
las pellas provoca que estas se abran prematuramente perdiendo la compactacion y

calidad y por lo tanto adquiere un escaso valor comercial.

4.3.2.2 Humedad

Se requiere de humedad constante en el suelo, pero sin llegar al exceso. Con poca
humedad y altas temperaturas, las hojas quedan pequefias y las pellas de mala calidad.
Con sequia prolongada, parte de las hojas viejas se tornan amarillentas y mueren
(Cosme, 2015).

4.3.2.3 Suelo

Requiere de suelos francos y profundos, alto porcentaje de materia organica, a falta de
esto existen problemas en el desarrollo radical (Cosme, 2015). Es un cultivo ligeramente
tolerante a la acidez del suelo, siendo el pH 6ptimo de 6.0- 6.8 (Maynard y Hochmuth,
2007).



4.3.3 Requerimiento nutricional

La produccion de los cultivos esta en funcion de factores bioticos y abidticos como el
clima, las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, manejo agronémico,
entre otros. La nutricion del cultivo es uno de los factores determinantes sobre el
rendimiento final, por lo que su manejo debe ser supervisado cuidadosamente durante

todo el ciclo de la planta (Alcantar-Gonzélez et al., 2016).

Para que las plantas se desarrollen adecuadamente se consideran Unicamente 17
elementos: carbono (C), hidrogeno (H), oxigeno (O), nitrégeno (N), fosforo (P), potasio
(K), azufre (S), calcio (Ca), magnesio (Mg), hierro (Fe), manganeso (Mg), cobre (Cu),
zinc (Zn), boro (B), molibdeno (Mo), cloro (Cl) y niquel (Ni), que cumplen con los cuatro
criterios de esencialidad establecidos por Arnon y Stout en 1939: 1) Con la usencia del
elemento en cuestion no es posible el desarrollo de la planta y ésta es incapaz de
completar su ciclo vital, 2) No puede ser sustituido por ningun otro, 3) Sus funciones
deben ser conocidas e influir directamente en la nutricion de la planta y 4) Debe ser
requerido por la mayoria de las plantas(Bidwell, 1987; Alcantar-Gonzalez et al., 2016).
Estos nutrimentos se dividen en dos grupos con base a las cantidades encontradas en
la materia seca de las plantas, por tanto, los primeros 9 corresponden a los
macronutrientes y los ultimos 8 a los micronutrientes. Con frecuencia en los sistemas de
produccion agricola, los macronutrientes con excepciéon del C, H y O, son abastecidos
como fertilizantes sintéticos y los micronutrientes, al ser muy bajo su requerimiento,

generalmente son aportados por el suelo.

4.3.3.1 Nitrégeno

Dentro de los cultivos que responden positivamente a la fertilizacion con nitrégeno, se
encuentra el brocoli (Conversa et al., 2019). Muchos investigadores se han enfocado en
la fertilizacion nitrogenada en esta especie (Rincon et al., 1999), por ejemplo: Rincon et
al. (1999) alcanz6 el maximo rendimiento (19.2 ton/ha), con 243.9 kg/ha de N, mientras
gue Cartagena et al. (2010), reporté un requerimiento interno del cultivo de 309 kg/ha

para la variedad Avenger y de 325 kg/ha para el cultivar Heritage. Risco-Arias et al.



(2016), reportaron el mayor rendimiento con 350 kg/ ha 'y Zebarth et al., 1995, observsron
incrementos significativos en peso fresco de las pellas con una fertilizacion superior a
450 Kg/ ha. Dado lo anterior, es muy importante que se siga estudiando la respuesta del
brécoli a la fertilizacion nitrogenada, debido a que existe una gran variacion en las

recomendaciones actuales (Risco-Arias et al., 2016).

4.3.3.2 Fb6sforo

El fésforo se absorbe como aniones H2PO4 y HPO4%, a diferencia de otros elementos,
no es reducido en la planta, sino que es incorporado en el mismo estado de oxidacion
(Alcantar-Gonzélez et al., 2016). La cantidad requerida esta en funcion del cultivo, la
etapa fisioldgica, entre otros factores. Para el caso del brocoli a diferencia del nitrégeno,
el fésforo es el nutriente menos requerido por este cultivo (Rincon et al., 1999), su
aplicacioén influye significativamente en el inicio de la floracién, en el diametro y peso de

la pella, y esto se ve reflejado en el rendimiento final (Islam et al., 2010).

Puenayan et al. (2010), reportaron que los mayores rendimientos para el hibrido Legacy,
se alcanzaron con 200 kg/ha de P, similar a lo reportado por Islam et al. (2010), mientras
gue Rincoén et al. (1999) reportaron que este cultivo Unicamente extrae 28.7 kg/ha. Al
igual que con el nitrégeno las recomendaciones para la fertilizacién con P presentan una

diferencia muy amplia.

4.3.3.3 Potasio

El K es el catién absorbido en mayor cantidad por las plantas (Alcantar-Gonzalez et al.,
2016) en forma de K*y la deficiencia de este elemento es comun en suelos arenosos,
debido a que se puede perder facilmente por lixiviacién (Bidwell, 1987). Los suelos
generalmente tienen de 1-5 kg/ha de potasio en solucién, que son absorbidos por las
plantas por difusién, flujo de masas y por intercepcién radical (Thompson y Troeh, 1988).
En brocoli la aplicacion de potasio influye significativamente en el rendimiento y en la
acumulacion de peso y su absorcion es similar a la de nitrogeno de acuerdo con Rincén

et al. (2009), quienes ademas indicaron que con 240.9 kg/ha se obtiene el maximo



rendimiento (19.2 ton/ha), muy similar a lo reportado por Islam et al. (2010). En el caso

del potasio existe cierta uniformidad en las recomendaciones.

V. MATERIALES Y METODO

5.1 Experimento en semilleros

5.1.1 Ubicacién del experimento

El experimento se establecio en uno de los invernaderos del Colegio de Postgraduados
Campus Montecillo, ubicado en las coordenadas 19.52°N, 98.88°0 a una altitud de 2240

metros sobre el nivel del mar.

51.2 Material microbiano

Se utilizaron las cepas: Pseudomonas tolaasii P61, Pseudomonas tolaasii A46, Bacillus
pumilus R44 y Paenibacillus sp. BSP1.1, obtenidas del cepario del Laboratorio de
Microbiologia de Suelos del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. Las
caracteristicas fisiol6gicas promotoras del crecimiento vegetal de las cepas se muestran
en el Cuadro 3. Cada una de las cepas utilizadas fue crecida en caldo nutritivo a 28°C
durante 72 horas en una agitadora horizontal marca Thermo scientific® modelo MAXQ
400 a 180 rpm hasta obtener una carga bacteriana de 1x10° unidades formadoras de
colonias (UFC) mL*. Posteriormente cada inoculo fue impregnado en turba, previamente
esterilizada durante 3 horas a 18 Ib tres veces cada 48 h para eliminar esporas de hongos
qgue pudieran germinar. Se adicioné 20 mL de in6culo por cada 100 gramos de turba
estéril. Los inoculantes bacterianos obtenidos se colocaron en una incubadora marca
BINDER® durante 2 semanas hasta tener una carga bacteriana de 1x10° UFC, que se

midio por la técnica de diluciones y conteo en cajas con agar nutritivo.

5.1.3 Material vegetal

Se utilizaron semillas de la variedad Heritage de la casa comercial SEMINIS® (ver

Cuadro 4), estas fueron germinadas en charolas de unicel de 200 cavidades. El sustrato



utilizado fue una mezcla de peat moss y agrolita en una relacion 2:1, el cual fue
esterilizado por 3 horas a 18 Ib tres veces cada 48 h para eliminar esporas de hongos
qgue pudieran germinar. La inoculacién se llevo acabo mezclando el biofertilizante con el
sustrato en proporcion 1:10 (10 g de inoculante por cada 100 g de sustrato) y después
se llenaron las celdas de los semilleros. Cuando las plantas tuvieron un par de hojas se
inicié con la fertilizacién usando solucion Steiner. Se realizaron 9 aplicaciones de 15 mL

de solucién por planta, no consecutivas, durante 3 semanas.

Cuadro 3. Caracteristicas de las cepas bacterianas.

Clave Especie Origen Aislada Caracteristica
Cepa de promotora del
crecimiento vegetal
P61 Pseudomonas Valle de Rizosfera Solubiliza fosfatos,
tolaasii Toluca, Estado de Papa produce auxinas Yy
de México sideréforos, controla

Rhizoctonia solani
(Pineda-Mendoza et
al., 2018 y Pineda-
Mendoza et al., 2019).

A46 Pseudomonas Valle de Rizosfera Solubiliza fosfatos,
tolaasii Toluca, Estado de papa produce auxinas vy
de México var. Alpha sideréforos, controla

Rhizoctonia solani
(Pineda-Mendoza et
al., 2018 y Pineda-
Mendoza et al., 2019).

R44 Bacillus Valle de Rizosfera Solubiliza fosfatos,
pumilus Toluca, Estado de papa produce auxinas

de México var. Rosita (datos no publicados).

BSP1.1 Paenibacillus Villa de Suelo Solubiliza fosfatos,
sp. Allende, andisol produce auxinas Yy

Estado de controla Rhizoctonia

México solani (Pineda-

Mendoza et al., 2019).




Cuadro 4. Caracteristicas del brocoli (Brassica oleracea L.) variedad Heritage.

Caracteristicas

Planta vigorosa

Pellas de grano denso color verde obscuro.
Hojas erectas

Cosechas uniformes

Tolerancia a la sobre-madurez

Precoz

514 Factores de estudio, tratamientos y disefio experimental

Se utilizé un experimento factorial 5x2 en un disefio completamente al azar con dos
factores, resultando 10 tratamientos, cada uno con 4 repeticiones (Cuadro 5). Los
factores de estudio fueron: cepas bacterianas y dosis de fertilizacion. Los niveles de las
cepas fueron: 4 cepas y un testigo sin inocular y los niveles de fertilizacion fueron:
solucion Steiner al 50 % y solucion Steiner al 100 % (Cuadro 6). La unidad experimental

consistio en 10 celdas (plantas) del semillero.

Cuadro 5. Tratamientos en el experimento en semillero.

C1 C2 C3 C4 C5
F1 ClF1 C2F1 C3F1 C4F1 C5F1
F2 C1F2 C2F2 C3F2 C4F2 C5F2

Donde:

C1= Cepa Pseudomonas tolaasii A46
C2= Cepa Pseudomonas tolaasii P61
C3=Cepa Bacillus pumilus R44

C4= Cepa Paenibacillus sp. BSP1.1
C5= Sin inoculacién (Testigo)

F1= Solucién Steiner al 50 %

F2= Solucién Steiner al 100 %



Cuadro 6. Solucion Steiner utilizada en el experimento (Baca-Castillo et al., 2016).

N N- N- P-

S-

total NOs NH. PO, K Ca Mg SO, Fe B Mn Zn Cu Mo
i ppm
168 168 0 31 273 180 48 112 3 0.5 0.5 0.05 0.025 0.002

5.1.5

Las plantulas se cosecharon a los 35 dias después de la siembra, se corté primero la
parte aérea y después se extrajo la raiz del cepellon. Las variables medidas y el método

Medicidon de las variables

y/o equipo usado se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Variables estudiadas en el experimento de semillero

Variables evaluadas

Equipo o método usado

Contenido de clorofila

Area foliar

Volumen radical

Peso seco de la raiz

Peso seco total

Medido directamente en la hoja con un
lector SPAD-502 plus  marca
KONICA®.

Las hojas se desprendieron de la
planta y el area se midié en un
integrador de area foliar marca LI-
3100C Area meter®.

La raiz se lavo y el volumen radical se
midié  utilizando la técnica de
desplazamiento de agua en una
probeta graduada (B6hm, 1979;
Angulo-Castro et al., 2018).

Parte aérea y raiz se secaron en un
horno por 72 h a 70 °C y después se
pesaron en una balanza analitica

marca Saktorius®.




5.1.6 Analisis estadistico

Una vez obtenidos los datos de cada una de las variables evaluadas, se realiz6 un
analisis estadistico correspondiente a un experimento factorial en un disefio experimental
completamente al azar con el paquete estadistico de SAS version 9.2 (Statistical Analysis
System). Posteriormente se realizd una prueba de comparacion de medias de Tukey (P
<0.05). Al finalizar esta etapa se seleccionaron las dos cepas con mejores resultados en
la promocion vegetal de brécoli en semillero para ser empleadas en el experimento de

campo.

5.2 Experimento en campo

5.2.1 Ubicacion de la parcela experimental

El experimento se establecié en la comunidad de San Pablo Ixayoc, Texcoco, Estado de
México en las coordenadas 18° 28.78" N 98° 47.8" O a una altitud de 2563 msnm. Cuenta
con una temperatura media anual y precipitacion media anual de 16.4 °C y 762.7 mm,
respectivamente (Sistema Meteoroldgico Nacional, 2018). Presenta un clima templado
con lluvias en verano (Garcia, 2004). El suelo es un tipo andosol con una textura franco
areno arcilloso. Se tomaron 4 muestras de suelo a una profundidad de 0 a 30 cm a lo
largo de la parcela experimental, se enviaron al laboratorio Fertilab®, en Celaya,
Guanajuato, México para determinar materia organica, densidad aparente, pH,
carbonatos totales, N-NOs, P, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn, Cu, By S. En el Cuadro 8 se

presentan los resultados del analisis.

522 Material microbiano

Se utilizaron las cepas Pseudomonas tolaasii P61 y Pseudomonas tolaasii A46, las
cuales fueron las que mostraron el mejor efecto en la promocién del crecimiento en
plantulas de brdcoli a nivel de semillero. Las cepas se propagaron mediante el mismo

proceso descrito en el punto 5.1.2, con el fin de obtener el in6culo bacteriano.



Cuadro 8. Analisis fisico-quimico del suelo de la parcela experimental.

Caracteristicas

Textura Franco arcillo arenoso

pH 7.33

Carbonatos totales 0.63 %

Materia organica 1.72 %

NOs3 7.2 ppm Fe 17.2 ppm
P 63.4 ppm Zn 1.93 ppm
K 573 ppm Mn 4.88 ppm
Ca 1264 ppm Cu 1.18 ppm
Mg 363 ppm B 0.30 ppm
Na 22.5 ppm S 25.2 ppm

5.2.3 Material vegetal

Se sembraron semillas de la variedad Heritage de la casa comercial SEMINIS® en
charolas de unicel con 200 cavidades; las condiciones de siembra e inoculacién fueron
las mismas que se describen en el punto 5.1.3. Una vez emergidas las plantas, los
semilleros fueron colocados al azar sobre bancales dentro del invernadero
(aleatorizacion realizada con el programa “R” versién 3.6.0 (www.project.org)). Cuando
las plantas tuvieron un par de hojas se inici6 con la fertilizacién usando solucion Steiner.
Se realizaron 9 aplicaciones de 15 mL de solucion por planta, no consecutivas, durante

3 semanas. El trasplante se llevo acabo a los 35 DDS.

524 Factores de estudio

Se trabajé con dos factores: cepas bacterianas y dosis de fertilizacion. El factor cepas
bacterianas, tuvo 3 niveles: dos cepas (Pseudomonas tolaasii A46 y Pseudomonas
tolaasii P61) y un testigo sin inoculacion. El factor dosis de fertilizacion tuvo dos niveles:

el primero corresponde a la dosis 45-14-36 de NPK (50 % de la fertilizacién) y el segundo



90-28-72 de NPK (100 % de fertilizacion) (Cuadro 9). Estas dosis fueron ajustadas de
acuerdo con el andlisis de suelo, la fenologia del cultivo y disponibilidad de agua.

Cuadro 9. Tratamientos en el experimento de campo.

C1 C2 C3
F1 C1F1=T1 C2F1=T3 C3F1=T5
F2 C1F2=T2 C2F2=T4 C3F2=T6
Donde: F1= Dosis (45-14-36 de NPK)
C1= Cepa de Pseudomonas tolaasii A46 F2= Dosis (90-28-72 de NPK)
C2= Cepa de Pseudomonas tolaasii P61 T= combinaciones (tratamientos) de los
C3= Sin inocular (Testigo) factores cepas y dosis
5.2.5 Disefio de tratamientos

Se utilizé un experimento factorial 3x2 en un disefio experimental completamente al azar
con 4 repeticiones (Cuadro 9). Se obtuvieron 24 unidades experimentales establecidas
en el terreno como se muestra en la Figura 3. Cada unidad experimental consistio en 4
surcos de 0.80 m de ancho por 3 metros de largo teniendo un &rea total de 9.6 m?, los
datos se tomaron Unicamente de los 2 surcos centrales por lo que el area util fue de 4.8

m?. La densidad de poblacién manejada fue de 31,250 plantas por hectarea.

5.2.6 Manejo del cultivo

El experimento en campo se establecio el 11 de mayo de 2018. Los tratamientos con
inoculacién bacteriana fueron reinoculados a los 11 DDT, aplicando 5 g de indculo por
planta en la base del tallo y cubriendo con suelo. La fertilizacion nitrogenada se dividio
en dos partes, una se aplico en el trasplante (33 %) y el resto a los 30 DDT (77 %),
usando como fuente urea y nitrato de calcio, la fertilizacion fosfatada y potasica fue
aplicada totalmente en el trasplante utilizando como fuente triple 17 y sulfato de potasio.
Se aplicé un riego pesado antes del trasplante y una vez establecido el cultivo se dieron

4 riegos de acuerdo con la necesidad de las plantas, debido a que aun no se iniciaba el



periodo de lluvias. Posteriormente se dieron 6 riegos a lo largo del ciclo del cultivo cuando
las lluvias no fueron suficientes para satisfacer la demanda de las plantas y estas
mostraron sintomas visibles de déficit hidrico. Se llevaron a cabo dos labores culturales
manuales, una a los 7 DDT y la otra a los 45 DDT. En cuanto al control de plagas y
enfermedades se realizé una aplicacion preventiva contra la palomilla dorso diamante
(Plutella xylostella) a los 39 DDT con extracto de neem (Nimicide 80®) a una dosis de
2.5 L hat. Alos 67 DDT se inici6 la diferenciacion de la inflorescencia (pella), a partir de
aqui se presento su crecimiento y desarrollo que culminé entre los 81 y 90 DDT, periodo

durante el cual se realiz6 la cosecha y la toma de datos.
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Figura 3. Distribucién de tratamientos en la parcela experimental. T1, T2, T3, T4, TS5 y
T6 corresponden a los 6 tratamientos y rl, r2, r3, r4 son las repeticiones.

527 Variables de estudio
5.2.7.1 Contenido relativo de clorofila

El contenido relativo de clorofila fue medido directamente en la hoja de la planta con un
SPAD-502 plus marca KONICA®, previo a la cosecha. La lectura se tomé en la parte

superior de la hoja mas recientemente madura.

> <



5.2.7.2 Altura, didmetro ecuatorial y peso fresco de la pella

Las pellas fueron cortadas dejando aproximadamente 10 cm de tallo. Se tomaron 10
pellas de cada unidad experimental y se colocaron en bolsas para ser trasladadas
inmediatamente al Laboratorio de Microbiologia de Suelos del Colegio de
Postgraduados, donde fueron pesadas y medidas (altura, diametro ecuatorial y peso
fresco de la pella) para evitar pérdida de humedad. Con los datos obtenidos de peso
fresco se determind el rendimiento del cultivo. Una vez pesadas se tom6 una muestra de
4 pellas por unidad experimental y fueron colocadas en un horno de aire forzado a 70 °C
por 72 h para evaluar peso seco. Dado que se conoce el peso fresco del material
cosechado, el peso seco de las muestras se utilizd para calcular el peso seco de todas

las pellas cosechadas.

5.2.7.3 Materia seca total de planta

Se extrajeron 2 plantas completas de cada unidad experimental y se separaron en raiz,
tallo, hojas y pella; en el caso de la raiz esta se lavd con el chorro de agua y se dejo
secar bajo sombra. Cada dérgano se peséd directamente en el campo (peso fresco);
posteriormente se tomaron muestras de cada 6rgano que fueron llevadas al laboratorio
para secarlas en un horno de aire forzado a 70 °C hasta obtener peso constante. Las
muestras fueron pesadas y los datos se extrapolaron con los de peso fresco, de tal forma

gue se determind la materia seca total de las plantas.

5.2.7.4 Concentracion de NPK en planta

Las muestras de cada 6rgano de la planta, una vez secas se molieron y después se
enviaron a los Laboratorios Centrales de la Universidad Autbnoma Chapingo para la

determinacion de N, Py K.

5.2.7.5 Determinaciéon de NPK en suelo

Una vez finalizada la cosecha se tomaron 2 muestras de suelo de 1 kg en cada unidad

experimental, las cuales fueron analizadas en el Laboratorio de Fisica de Suelosy en el



Laboratorio de Nutricion Vegetal del Colegio de Postgraduados. El contenido de NOs se
determiné por arrastre de vapor con aleacion Devarda (Bremner, 1965), el P mediante la
metodologia de Bray y Kurtz (1945), y el K se midi6é por espectrofotometria de emision

de flama en un equipo Flame photometer marca Jenway, modelo PFP7.

5.2.7.6  Extracciéon nutrimental de la planta

La extraccion de nutrimentos (N, P, K) por la planta se calcul6 tomando en cuenta la
concentracion del nutrimento (%) y la materia seca de cada uno de los 6rganos de la

planta (raiz, tallo, hojas y pella). La formula utilizada fue la siguiente:

peso seco * concentracion de nutrimento
100

Extraccion nutrimental =

5.2.8 Analisis estadistico

Una vez obtenidos los datos de cada una de las variables evaluadas, se realizé un
analisis estadistico correspondiente a un experimento factorial en un disefio experimental
completamente al azar con el paquete estadistico de SAS version 9.2 (Statistical Analysis
System). Posteriormente se realizd una prueba de comparacion de medias de Tukey (P
<0.05).

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Experimento en semillero

El efecto de cuatro cepas de RPCV para promover el crecimiento vegetal de plantulas
de brocoli variedad Heritage, fertilizadas con dos concentraciones (50 y 100 %) de la
solucion Steiner (Baca-Castillo et al., 2016), se evalud a los 35 dias después de la
siembra (DDS).



Los resultados indican que todas las plantulas de brécoli inoculadas y fertilizadas,
mostraron un incremento significativo en las diferentes variables evaluadas respecto a

las plantulas no inoculadas vy fertilizadas.

De acuerdo con la comparacion de medias de los diferentes tratamientos, las plantulas
inoculadas con la cepa A46 (Pseudomonas tolaasii) y fertilizadas con la solucién al 50 %
(C1F1) presentaron un mayor contenido relativo de clorofila que los tratamientos no
inoculados bajo los dos niveles de fertilizacion, 10.25 % superior a las plantulas del

tratamiento C5F1y 17.7 % que aquellas del tratamiento C5F2 (Cuadro 10).

Respecto al volumen radical, se encontraron diferencias significativas entre tratamientos.
El volumen radical de las plantulas inoculadas con la cepa A46 (Pseudomonas tolaasii)
y fertilizadas con el 50 % de solucién Steiner (C1F1) fue 99.5 % superior al tratamiento
sin inoculacion y con solucion Steiner al 50 % (C5F1) y 112 % mas alto que el tratamiento
sin inoculacién y con solucién Steiner al 100 % (C5F2) (Cuadro 10).

En cuanto al area foliar, se observo una influencia significativa de la inoculacion con las
cuatro cepas evaluadas en los dos niveles de fertilizacion. Las plantas inoculadas con
cualquiera de las cuatro cepas y fertilizadas con solucién Steiner al 100 % (C1F2, C2F2,
C3F2 y C4F2) presentaron valores entre 27.4 y 29.1 cm? de area foliar, superiores a la
de aquellas plantulas fertilizadas y no inoculadas (C5F1 y C5F2) que registraron valores
entre 16.6 y 24.6 cm? (Cuadro 10).

En la variable de peso seco de la raiz, se encontraron incrementos significativos en
aquellas plantulas inoculadas con cualquiera de las cuatro cepas bajo los dos niveles de
fertilizacion. Los tratamientos inoculados con las cepas A46 (Pseudomonas tolaasii) y
P61 (Pseudomonas tolaasii) y fertilizados con solucién Steiner al 50 % (C1F1 y C2F1)
fueron estadisticamente superiores al resto de los tratamientos. En el tratamiento C1F1
se registré un incremento del peso seco de la raiz en 72 % respecto al no inoculado y
fertilizado al 50 % (C5F1) y en 109 % respecto al tratamiento sin inoculacion y al 100%

de fertilizacién (C5F2). En las plantulas del tratamiento C2F1 se registré un aumento del



peso seco de raiz en 62.7 % con relacidon al no inoculado vy fertilizado al 50 % (C5F1) y

en 97.3 % con respecto al no inoculado y fertilizado al 100 % (C5F2) (Cuadro 10).

En el peso seco total, hubo diferencias significativas entre tratamientos. De todos los
tratamientos evaluados sobresalio el inoculado con la cepa A46 (Pseudomonas tolaasii)
y fertilizado con el 100 % de la solucion Steiner (C1F2), 56.1 % superior al valor obtenido
con el tratamiento no inoculado y fertilizado al 50% (C5F1) y 34.26 % con respecto al no

inoculado y fertilizado al 100 % de la solucion Steiner (Cuadro 10).

El efecto de la inoculacion de las RPCV ha sido documentado en otras hortalizas como:
cebolla, lechuga, tomate, pepino, fresa, pimiento, chile jalapefio y chile habanero (Cruz
et al., 2016; Castillo-Aguilar et al. 2017; Angulo-Castro et al., 2018). Esta habilidad de las
RPCV de promover crecimiento se ha asociado a mecanismos tales como la sintesis de
fitohormonas, la fijacion de nitrégeno, la solubilizacion de fosfatos y la produccion de
sideroforos (Vessey, 2003; Bulgarelli et al., 2013; Ahemad y Kibret, 2014).

En un cultivo de almacigo, Cruz-Romero et al., (2018) reportaron un efecto positivo en el
contenido de clorofila y volumen radical en plantulas de brécoli fertilizadas con el 100 %
de la solucién Steiner. En tanto que Angulo-Castro et al., 2018, indicaron que la cepa
A46 (Pseudomonas tolaasii) inoculada en plantas de chile jalapefio promovié un efecto
positivo en las variables de volumen radical y peso seco total, mientras que en chile
pimiento la mejor cepa fue la R44 (Bacillus pumilus).

Finalmente, y de acuerdo con los resultados obtenidos, se seleccionaron las cepas A46
(Pseudomonas tolaasii) y P61 (Pseudomonas tolaasii), para continuar con el experimento
de campo, ya que ambas promovieron significativamente el contenido de clorofila, peso
seco de raiz y volumen radical en plantas fertilizadas al 50 % de la solucion Steiner y el
area foliar y peso seco total al ser fertilizadas con el 100 % de la solucion Steiner.



Cuadro 10. Efecto de la inoculacion de cepas de RPCV en plantulas de brécoli (Brassica

oleracea var. Italica) cv. Heritage, a los 35 DDS.

Contenido ; . Volumen Peso seco Peso seco
. Area foliar . s

. de clorofila radical de raiz total

Tratamientos (Unidades
SPAD) (cm?) (cm?) (mg) (mg)

ClF1 50.285 a 21.41 c 0.435 a 25.81 a 128.67 ab
C1F2 45.685 bc 29.11 a 0.258 dc 15.71 cde 140.12 a
C2F1 48.015ab 17.77 ce 0.383 ab 2441 a 110.56 bc
C2F2 44.420 cd 28.93 a 0.300 bcd 14.65 ef 119.91 cd
C3F1 47.050 bc 19.50 cd 0.300 bcd 18.28 bc 100.80 ab
C3F2 44.205 cd 27.43 a 0.265 dc 16.32 cde 133.34d
C4F1 47.810ab 20.27c 0.363abc 20.36b 113.42 cd
C4F2 46.080 bc 28.06 a 0.268 dc 17.79 bcd 130.23 ab
C5F1 45615 bcd 16.62¢€ 0.218d 15.06 edf 84.00e
C5F2 42.715d 24.62 b 0.205d 12.34 f 105.86 cd

Cl=Pseudomonas tolaasii A46, C2= Pseudomonas tolaasii P61, C3= Bacillus pumilus
R44, C4= Paenibacillus sp. BSP1.1, C5= Tratamiento sin inoculacién (Testigo), Fl1=
Solucién Steiner al 50% y F2= Solucién Steiner al 100 %. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05).

6.2 Experimento de campo

6.2.1 Componentes de rendimiento

El experimento de campo consistié en evaluar las dos cepas de Pseudomonas tolaasii
(A46 y P61) seleccionadas en el experimento de semillero. La planta de brécoli se
caracteriza por la formaciéon de una inflorescencia comestible llamada pella, la cual define
el valor comercial de la planta (Salguero et al., 2011). Variables como altura, diametro y
peso fresco de la pella determinan la calidad y el rendimiento del cultivo (Salguero et al.,
2011; Lozano et al., 2017). En este contexto, las plantas inoculadas con la cepa P61y
con el 100 % de fertilizacion (tratamiento C2F2) mostraron el mayor efecto en la pella de

la planta con un incremento de: 6.48 % en altura, 5.89 % en diametro y 33.42 % en peso



fresco respecto a las plantas no inoculadas y con el 100 % de fertilizacion (tratamiento
C3F2). No obstante, solo la variable de peso fresco fue estadisticamente significativa
(Cuadro 11). Al respecto, Puenayan et al. (2010), reportaron un diametro de pella de
15.82 cm y un peso fresco de 506 g en peso fresco para el hibrido Legacy, al aplicar una
dosis de 150-200-00 de NPK. Lozano et al. (2017), registraron un didmetro de pella de
9.47 cm y peso fresco de 142.3 g para el cultivar Formoso y de 7.3 cm y 120.2 g con el
hibrido Legacy al fertilizar con fosfato diaménico y triple quince obtuvieron, estos valores
tan bajos, los atribuyen a las altas temperaturas predominantes en el sitio experimental
(= 30° C). Yildirim et al. (2010) obtuvieron diametros de pella de 14 cm y 800 g peso

fresco para el cultivar Monet F1 utilizando una dosis de 120-180-00 de NPK.

Cuadro 11 .Efecto de la inoculacién de RPCV en la pella de brocoli.

Peso fresco de

Tratamientos Altura de pella Didmetro de pella pella
Cm (9)
C1lF1 15.02 b 13.87b 293.22 bc
C1F2 15.02 b 13.87b 322.61 bc
C2F1 15.18 b 13.98 b 352.39 b
C2F2 16.58 a 15.80 a 446.22 a
C3F1 14.86 b 1346 b 276.55 ¢
C3F2 15.57 ab 14.92 ab 334.43 bc

Cl=Pseudomonas tolaasii A46, C2= Pseudomonas tolaasii P61, C3= Tratamiento sin
inoculacién (Testigo), F1=50 % de la dosis de fertilizacion (45-14-36 NPK) y F2= 100 %
de dosis de fertilizacion (90-28-72 de NPK). Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05).

6.2.2 Contenido relativo de clorofila

La clorofila es un pigmento involucrado en el proceso de la fotosintesis (Salisbury y Ross,
1996; Rojas, 2011), esta estrechamente relacionada con la concentracion de nitrégeno
en las plantas; por lo tanto, el contenido de clorofila refleja el estado nutricional del

vegetal con respecto al nitrégeno (Reddy, 2014). En este estudio se evaluo el contenido



de clorofila en plantas de brécoli con un equipo portatil (SPAD-502 plus, marca
KONICA®) que mide el indice de verdor (Sainz y Echeverria, 1998; Caires et al., 2005
citados en Rincon-Castillo y Ligarreto, 2010; Mendoza et al., 1998). De acuerdo con los
valores SPAD obtenidos (Figura 4), se evidencio que casi todos los tratamientos tuvieron
un contenido de clorofila muy similar entre ellos con excepcion de dos tratamientos, el
inoculado con la cepa P61 y con 100 % de fertilizacion (C2F2) y el no inoculado y con
100 % de fertilizacién (C3F2), los cuales presentaron los valores mas bajos.
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Figura 4. Efecto de la inoculacion de RPCV en contenido de clorofila del cultivo de
brécoli. Cl=Pseudomonas tolaasii A46, C2= Pseudomonas tolaasii P61, C3=
Tratamiento sin inoculacion (Testigo), F1= 50 % de la dosis de fertilizacion (45-14-36
NPK) y F2= 100 % de dosis de fertilizacion (90-28-72 de NPK). Letras diferentes en la
misma columna indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05).



6.2.3 Distribucién de materia seca

Uno de los efectos benéficos de la inoculacién de plantas con cepas RPCV es el
incremento de la biomasa y el rendimiento de los cultivos (Garcia et al., 2010). En este
experimento se observo que los tratamientos inoculados no incrementaron la materia
seca total de las plantas con respecto a los tratamientos no inoculados. No obstante, la
materia seca de las pellas de las plantas inoculadas con la cepa P61 (C2) y con el 50 %
de la fertilizaciébn (C2F1) fue superior en 26.72 % con respecto al tratamiento no
inoculado y con el 50 % de la fertilizacion (C3F1). El tratamiento inoculado con la cepa
P61y con el 100 % de la fertilizacion (C2F2) tuvo un incremento del 41.34 % con respecto

al tratamiento no inoculado y con el 100 % de la fertilizacion (C3F2) (Cuadro 12).

Las plantas no inoculadas y con el 50 % de fertilizacion tuvieron la tendencia de acumular
mayor materia seca en todos los érganos en comparacion al tratamiento no inoculado y
con 100 % de fertilizacién, excepto en la pella donde el comportamiento fue inverso. En
el caso particular del tratamiento inoculado con la cepa P61 y con el 100 % de fertilizacion
(C2F2) asign6é mayor cantidad de materia seca en la pella (19.2 % con respecto al total
acumulado), que se reflej6 en menor materia seca acumulada en las hojas en
comparacién con los tratamientos no inoculados (C3F1 y C3F2) (Cuadro 12). Este
porcentaje de materia seca acumulado fue superior al reportado por Rincon et al. (1999)
y Carranza et al. (2008).



Cuadro 12. Efecto de la inoculacién de RPCV en la materia seca de broécoli.

Pella Tallo Hojas Raiz Total
Tratamientos
g/m?

ClF1 103.75c 107.64 a 439.66 ab 8454 a 735.58 b
C1F2 118.42 bc 119.70 a 617.07 a 83.12 ab 938.30 a
C2F1 128.74 ab 104.31ab 489.65ab 81.33 ab 804.02 ab
C2F2 14761 a 80.35b 470.27 b 69.88 ab 768.11 b
C3F1 104.05 c 123.64 a 566.62ab 85.13a 879.43 ab
C3F2 116.14 bc 97.29ab 523.89ab 67.42Db 804.76 ab

Cl=Pseudomonas tolaasii A46, C2= Pseudomonas tolaasii P61, C3= Tratamiento sin
inoculacién (Testigo), F1= 50 % de la dosis de fertilizacién (45-14-36 NPK) y F2=100%
de la dosis de fertilizacion (90-28-72 NPK). Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05).

6.2.4 Contenido nutrimental

6.2.4.1 Nitrégeno

Se ha reportado que uno de los cultivos que mejor responden a la fertilizacién
nitrogenada es el brocoli (Rincdn et al., 1999). De acuerdo con los andlisis realizados en
las plantas, se registr6 que la mayor concentracion de nitrégeno (%) se present6 en la
pella, aunque no hubo diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 13). Estos
valores fueron superiores a lo reportado por Rincon et al. (1999) y Bowen et al. (1999).
También se encontré que el menor contenido de N total se presentd en tallos y raiz.
Probablemente estos resultados se debieron a que en la etapa reproductiva el N es
direccionado al 6rgano que presenta mayor demanda de este elemento, que en este

caso fue la pella.



Cuadro 13. Efecto de la inoculacion de RPCV en la concentracion de Nitrégeno total en
brocoli.

_ Pella Tallo Hojas Raiz
Tratamientos
%

ClF1 4.00 a 1.48 ab 2.70a 1.37a
C1F2 3.80a 1.46 ab 282a 1.39a
C2F1 419 a 1.35b 2.86 a 135a
C2F2 3.79 a 1.88a 249 a 151a
C3F1 3.86 a 1.72 ab 2.75a 1.37a
C3F2 3.87 a 1.55 ab 2.65a 1.27a

Cl=Pseudomonas tolaasii A46, C2= Pseudomonas tolaasii P61, C3= Tratamiento sin
inoculacién (Testigo), F1= 50 % de la dosis de fertilizacion (45-14-36 NPK) y F2=100 %
de la dosis de fertilizacion (90-28-72 NPK). Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05).

La extraccion total de nitrégeno se obtuvo de la suma de la extraccion de la pella, tallo,
hojas y raiz (Cuadro 14). En el caso de la pella, los tratamientos inoculados con la cepa
P61 (C2) en ambas dosis de fertilizacion (C2F1 y C2F2) fueron los que presentaron la
mayor extraccion de N. El tratamiento C2F1 extrajo 53.9 kg/ha de N, que representd un
incremento de 35.6 % con relacion al no inoculado y con el 50 % de fertilizacién (C3F1).
El tratamiento C2F2 extrajo 56.4 kg/ha de N siendo superior en 26.5 % al tratamiento no
inoculado y con el 100 % de fertilizacion (C3F2) (Cuadro 14). Estos valores son mas
bajos a los obtenidos por Borboa et al. (2016) con la inoculacion de dos RPCV
(Azospirillum halopraeferens y Bacillus amiloliquefasciens) y la aplicacién de 180 kg/ha
de N con el cultivar Heritage. Castellanos et al. (2001), alcanzé valores similares con la
aplicacion de 100 kg/ha de N con el cultivar Legacy. Bowen et al. (1999) reporto
extracciones mas bajas que en esta investigacion con la incorporacion de 125 kg/ha de
N.



Cuadro 14. Efecto de la inoculacién de RPCV en la extraccion de Nitrogeno en brocoli.

Pella Tallo Hojas Raiz Total
Tratamientos
kg/ha

C1F1

40.79 b 15.87 b 119.37 b 11.73a 187.76b
C1F2

4492 b 17.33 b 174.83 a 11.56a 248.64 a
C2F1

53.94 a 14.08 b 140.23 ab 10.91a 219.17 ab
C2F2

56.44a 15.07 b 117.98 b 10.52a 200.01 ab
C3F1

39.79b 21.15a 156.42 ab 11.61a 228.96 ab
C3F2

4462 b 14.67b 136.93 ab 8.46 a 204.68 ab

Cl=Pseudomonas tolaasii A46, C2= Pseudomonas tolaasii P61, C3= Tratamiento sin
inoculacion (Testigo), F1=50 % de la dosis de fertilizacion (45-14-36 NPK) y F2= 100 %
de la dosis de fertilizacion (90-28-72 NPK). Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05).

En todos los tratamientos los valores mas altos en la extraccién de N se presentaron en
las hojas, mientras que, en tallo y raiz, los valores fueron muy similares. Considerando
la extraccion total de N, las plantas del tratamiento inoculado con la cepa A46 con la
dosis mas alta de nitrogeno (C1F2) presentaron el valor mas alto que el resto de los
tratamientos con 248.6 kg/ha de N que representd un incremento entre 8y 17.5 % con
respecto a los tratamientos no inoculados y fertilizados (C3F1 y C3F2), aun cuando este
incremento no fue estadisticamente significativo (a=0.05) (Cuadro 14). El valor obtenido,
fue similar al que indican Rincon et al., (1999), mas bajo de acuerdo con Bowen et al.
(1999) y Castellanos et al. (2001), y superior al obtenido por Borboa et al. (2016).
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Figura 5. Contenido de NOs en el suelo al finalizar el ciclo del cultivo de brocoli.
Cl=Pseudomonas tolaasii A46, C2= Pseudomonas tolaasii P61, C3= Tratamiento sin
inoculacion (Testigo), F1= 50 % de la dosis de fertilizacion (45-14-36 NPK) y F2= 100 %
de la dosis de fertilizacion (90-28-72 NPK). La barra sobre cada columna indica el error
estandar.

Los resultados del andlisis del suelo antes de establecer el cultivo mostraron menos de
10 ppm de NOsg, al finalizar el ciclo los niveles fueron superiores a 15 ppm (Figura 5),
siendo las parcelas inoculadas con la cepa A46 donde se encontré la mayor
concentracion (ppm) de NOs en ambas dosis de fertilizaciébn. Cabe sefalar que la
extraccion de N, en todos los tratamientos fue superior a las dosis aplicadas. Estas
cantidades se consideran dosis bajas (Bowen et al.,, 1999; Rincon et al., 1999;
Castellanos et al., 2001; Yildirim et al., 2007; Salguero et al., 2011; Borboa et al., 2016),
y que pueden favorecer el proceso de mineralizacién, mientras que dosis altas conducen
a pérdidas de N por desnitrificacion o lixiviacion (Letey et al., 1983). Pese a que no se
realizd un andlisis de Nitrogeno total antes del trasplante, el realizado al finalizar el ciclo

(datos no mostrados), sugiere que existe un reservorio organico, del cual se mineralizo



el nitrégeno extra que fue aprovechado por el cultivo. Adesemoye y Kloepper (2009) y
Adesemoye et al. (2010), indican que la inoculacion de las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (RPCV) pueden favorecer la absorcidn de fertilizantes nitrogenados
por las plantas, haciendo posible la reduccion de la dosis de fertilizacion. Estas tienen
potencial de uso en la agricultura tradicional y en la organica, aumentando la eficiencia
de los fertilizantes (Yildirim et al., 2010; Kuzyakov y Xu, 2013).

6.2.4.2 Fo6sforo

En las plantas de brocoli, el P es un elemento que se requiere mayormente en la etapa
de floracion, e influye significativamente en las caracteristicas de la pella y en el
rendimiento del cultivo (Rincon et al., 1999; Islam et al.,, 2010). Con relacion a la
concentracion de P en cada uno de los érganos de la planta, los tratamientos no
presentaron diferencias estadisticamente significativas (Cuadro 15). En la pella el P se
mantuvo en un rango de concentracion de 0.68 a 0.73 %. Al comparar estos resultados
con otros estudios similares, se encontr6 que estos valores son superiores a las
concentraciones reportadas por Rincoén et al. (1999), Yoldas et al. (2008) con la variedad
Marathon, Yildirim y Turan (2013) y Kaluzewicz et al. (2016); y estan dentro del rango
reportado por Rosa et al. (2002). Es importante sefialar que las concentraciones de P
en planta dependen del ciclo de produccion, del cultivar, condiciones edafoclimaticas,
entre otros factores (Rosa et al., 2002; Veneklaas et al., 2012; Kaluzewicz et al., 2016).



Cuadro 15. Efecto de la inoculacién de RPCV en la concentracion de fésforo en bréocoli.

Tratamientos Pella Tallo Hojas Raiz
%

C1F1 0.68 a 0.59 a 0.36 a 0.34a
C1F2 0.69 a 0.44 a 0.41a 0.36 a
C2F1 0.68 a 0.49 a 0.40 a 0.37 a
C2F2 0.71a 0.57 a 0.43 a 0.37 a
C3F1 0.73 a 0.50 a 0.39a 0.38 a
C3F2 0.73 a 0.48 a 0.40 a 0.39a

Cl=Pseudomonas tolaasii A46, C2= Pseudomonas tolaasii P61, C3= Tratamiento sin
inoculacién (Testigo), F1= 50 % de fertilizacion (45-14-36 NPK) y F2= 100 % de
fertilizacion (90-28-72 NPK). Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas (Tukey, a=0.05).

En brécoli, el P es el elemento que se extrae en menor cantidad (Rincon et al., 1999). En
el Cuadro 16, se muestran los resultados de la extraccion de P por los diferentes 6érganos
de la planta. En relacién a la pella, el tratamiento que presenté el mayor valor de
extraccion de P fue el inoculado con la cepa P61y con el 100 % de fertilizacion (C2F2),
el cual extrajo 10.19 kg/ha aportando el 23.3 % del total de P extraido por la planta. Las
hojas fueron las que extrajeron la mayor cantidad de P, en un rango de 15.9 a 24.7 kg/ha,
lo que representa entre el 49.7 y 60.3 % del total extraido por la planta. La extraccion
total mas alta de P en la planta se obtuvo en el tratamiento C1F2, con 41 kg/ha. El
tratamiento, no presenta diferencias estadisticamente significativas con respecto al
tratamiento testigo sin inocular y bajo el 100 % de fertilizacion (C3F2), sin embargo,
numeéricamente fue superior en un 13.4 % (Cuadro 16). La cantidad extraida de P
registrada en el tratamiento C1F2 fue 32 % mayor a la reportada por Rincén et al. (1999)
y menor a la obtenida por Borboa et al. (2016). Es importante destacar, que la respuesta
de los cultivos a la inoculacion con RPCV, es variable dependiendo de factores tales
como la temperatura del suelo, el pH, la disponibilidad del P, la cepa bacteriana, entre
otros (Sharma et al., 2013).



Cuadro 16. Efecto de la inoculacion de RPCV en la extraccion de Fosforo en brocoli.

Tratamientos _Pella Tallo Hojas Raiz Total
kg/ha

ClF1 6.98 c 6.28 a 15.95¢ 2.90 a 32.10b
C1F2 8.09 bc 5.27 ab 24.72 a 294 a 41.02 a
C2F1 8.72b 5.02 ab 19.56 bc 2.93 a 36.23 ab
C2F2 10.19a 456 b 19.98 abc 2.56 a 37.29 ab
C3F1 7.65 bc 6.11a 21.63 ab 321a 38.60 ab
C3F2 8.25 bc 451D 20.80 ab 2.58 a 36.16 ab

Cl=Pseudomonas tolaasii A46, C2= Pseudomonas tolaasii P61, C3= Tratamiento sin
inoculacion (Testigo), F1=50 % de la dosis de fertilizacion (45-14-36 NPK) y F2= 100 de
la dosis de fertilizacion (90-28-72 NPK). Letras diferentes en la misma columna indican
diferencias significativas (Tukey, a=0.05).

En la Figura 6 se observa el comportamiento que tuvo el P disponible del suelo en los
diferentes tratamientos evaluados. El P antes del establecimiento del cultivo es la suma
del P extractable del suelo (Etchevers-Barra y Padilla-Cuevas, 2016) mas la aplicacion
del fertilizante (Triple 17), en cuanto al P final representa el P del suelo después de la
cosecha de las plantas. En todos los tratamientos, el suelo tuvo un alto contenido de P
extractable (NOM-021-RECNAT-2000). El P antes del cultivo fluctu6 en valores que van
de 305.9 a 319.8 kg/ha y después de la cosecha vario de 257.4 a 280.2 kg/ha. Esto indica
que la extraccion de P por el cultivo fue baja, independientemente de los tratamientos
(Figura 6). El P extractable es liberado como subproducto de la mineralizacién de la
materia organica o de las reservas del P inorganico que esté fijado en las particulas de
suelo (Picone y Zamuner, 2002). La mineralizacion es mediada por la accion microbiana
y enzimatica (Ferrera-Cerrato et al., 2016), y se ve afectada por la temperatura, aireacion,

composicién de la materia organica y la relacion C/P (Nufez-Escobar, 2016). Los



microrganismos desempefian un papel muy importante en el ciclo del P (Sharma et al.,
2013), asi como en la movilizacion de nutrientes en la planta. Aun cuando el brécoli
extrajo bajos niveles de P, la inoculacion de las bacterias favorecio la extraccion, como

ocurrié particularmente con el tratamiento C1F2 (Cuadro 16).
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Figura 6. Foésforo disponible en el suelo analizado por el método de Bray.
Cl=Pseudomonas tolaasii A46, C2= Pseudomonas tolaasii P61, C3= Tratamiento sin
inoculacién (Testigo), F1= 50 % de la dosis de fertilizacidén (45-14-36 NPK) y F2= 100 de
la dosis de fertilizacion (90-28-72 NPK). La barra sobre cada columna indica el error
estandar.

6.2.4.3 Potasio

El potasio es uno de los nutrientes mas relacionados con la calidad nutricional de las
hortalizas (Jifon y Lester, 2009). Su presencia en niveles 6ptimos en el tejido vegetal
favorece la absorcion de N (Goémez-Merino et al., 2016). En el Cuadro 17 se muestran



las concentraciones que se registraron en diferentes érganos de las plantas de brocoli
evaluadas en este estudio. En el tallo se presentaron las concentraciones de K mas altas
con valores de 4.16 a 4. 88 %. En cuanto a pella, hojas y raiz los valores fueron muy
similares (Cuadro 17).

A pesar de que las concentraciones de K presentes en tallo, raiz y hojas no mostraron
diferencias estadisticamente significativas, los valores se mantuvieron dentro de los
niveles de suficiencia reportadas por Alcantar-Gonzalez et al. (2016). En cuanto a la pella
las plantas inoculadas con la cepa P61 y con el 100 % de la dosis de fertilizacién (C2F2),
registraron la mayor concentracion (3.26 %) de K. El valor coincidio con lo reportado por
Rincén et al. (1999) y es superior a la concentracién obtenida por Yildirim et al. (2007),
Rosa et al. (2002), Yildirim y Turan (2013) y Katuzewicz et al. (2016).

Cuadro 17. Efecto de la inoculacion de RPCV en la concentracion de Potasio en brocoli.

Tratamientos Pella Tallo Hojas Raiz
%

C1lF1 2.72 ab 4.40 a 2.59 a 2.75a
C1F2 2.49b 4.16 a 2.34 a 2.83 a
C2F1 2.74 ab 4.19 a 2.70 a 2.78 a
C2F2 3.26a 4.88 a 3.02a 3.05a
C3F1 2.69 ab 4.19 a 242 a 2.75 a
C3F2 3.22 ab 4.80 a 3.14 a 3.26 a

Cl=Pseudomonas tolaasii A46, C2= Pseudomonas tolaasii P61, C3= Tratamiento sin
inoculacién (Testigo), F1= 50 % de la dosis de fertilizacion (45-14-36 NPK) y F2= 100 %
de la dosis de fertilizacion (90-28-72 NPK). Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05).

En brécoli, el K es el nutriente que mas se relaciona con la acumulaciéon de materia seca
y peso fresco (Rincén et al., 1999; Islam et al., 2010). Respecto a la extraccion total no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los diferentes tratamientos

(Cuadro 18), sin embargo, es posible apreciar que los valores son superiores



comparados con la extraccion de N (Cuadro 14), lo cual concuerda con lo reportado por
Rincén et al. (1999). La pella extrajo del 11 al 19 % del total de K, equivalente a valores
que van de 28.23 a 46.95 kg/ha. El tratamiento inoculado con la cepa P61 y con el 100
% de la fertilizacion, acumulé el porcentaje mas alto de K en el 6rgano de interés

comercial (Cuadro 18).

Cuadro 18. Efecto de la inoculacion de RPCV en la extracciéon de Potasio en brécoli
(kg/ha).

Pella Tallo Hojas Raiz Total
Tratamientos
kg/ha

C1lF1 28.23 b 47.17 a 124.46 b 23.29 a 223.15a
C1F2 29.70 b 49.57 a 152.42 ab 23.20 a 254.89 a
C2F1 35.28 b 43.25 a 131.52 ab 2253 a 232.59 a
C2F2 46.95 a 39.12 a 140.35 ab 21.30 a 247.72 a
C3F1 28.51Db 49.15 a 134.55 ab 23.27 a 235.48 a
C3F2 34.14 b 46.49 a 164.79 a 22.02 a 267.44 a

Cl=Pseudomonas tolaasii A46, C2= Pseudomonas tolaasii P61, C3= Tratamiento sin
inoculacién (Testigo), F1= 50 % de la dosis de fertilizacion (45-14-36 NPK) y F2= 100 %
de la dosis de fertilizacion (90-28-72 NPK). Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05).

En la Figura 7 se observan los datos de la disponibilidad de K extractable del suelo en
dos etapas: 1) antes del establecimiento del cultivo y 2) después de realizar la cosecha
del cultivo. El K antes del cultivo fluctué en valores que van de 757.04 a 879.08 kg/ha y
después de la cosecha varié de 601.95.4 a 805.82 kg/ha. Es importante sefial que en

ambas mediciones la disponibilidad de potasio extractable fue alta (NOM-021-RECNAT-



2000). Silva- Laya et al. (2016), sefialan que el brécoli responde a la fertilizacion con K,
aunque el suelo no presente deficiencias en este nutriente. No existen antecedentes
sobre la capacidad de en las cepas utilizadas en este estudio para solubilizar potasio, sin
embargo, no se descarta la posibilidad, dado que los géneros Pseudomonas, Bacillus, y

Aspergillus son sefialados con este potencial (Teotia et al., 2016).
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Figura 7. Potasio extractable en el suelo. Cl=Pseudomonas tolaasii A46, C2=
Pseudomonas tolaasii P61, C3= Tratamiento sin inoculacion (Testigo), F1= 50 % de la
dosis de fertilizacion (45-14-36 NPK) y F2= 100 % de la dosis de fertilizacion (90-28-72
NPK). La barra sobre cada columna indica el error estandar.

6.2.5 Rendimiento del cultivo

Respecto al rendimiento obtenido (Figura 8) en cada uno de los tratamientos, se obtuvo
gue aquellas plantas inoculadas con la cepa P61 y con el 100 % de fertilizacién (C2F2),

se registr6 el mayor peso de la pella por metro cuadrado (1785 g) siendo



estadisticamente diferente a los demas tratamientos (a=0.05). En particular, éste fue
33.44% superior al tratamiento no inoculado y con 100 % de fertilizacion (C3F2). Cabe
sef lar que, el rendimiento obtenido con el tratamiento C2F2 (equivalente a 17.85 ton/ha)
fue 23.49 % superior al promedio nacional (14.46 ton/ha) (SIAP, 2018). Asi mismo, este
resultado fue superior al reportado por Salguero et al. (2011) quienes emplearon en un
cultivo de brécoli una dosis de fertilizacion de 250-75-75 NPK, y obtuvieron rendimientos
de 6.98, 7.40, 8.37 y 10.53 ton/ha para los cultivares Green top, Liora, Monaco y
Parthenon respectivamente. En nuestro caso con dosis menores (90-28-72 y 45-14-36
de NPK) y combinadas con la inoculacion se obtuvieron rendimientos mas altos (11.7 —
17.8 ton/ha). El rendimiento reportado por Rincon et al. (1999) para el hibrido Marathon,
fue 9.2 % superior a lo que se reporta en este trabajo, sin embargo, la dosis de
fertilizacion empleada por ellos fue mas alta (244-29-241 NPK) que las que se emplearon
en este estudio. Cartagena et al. (2010) obtuvieron altos rendimientos (17.7 y 14.6 ton/ha
de los cultivares Avenger y Heritage respectivamente) con la aplicacion de 300 kg/ha de
nitrégeno. Los resultados de esta investigacion indican que dosis de fertilizante al 50 %,
combinadas con la inoculacién de RPCV, resultan en respuestas iguales a las dosis de
100 % de fertilizacion sin uso de inoculante. Lo que significa que es posible reducir la
dosis de fertilizante quimico con el uso de RPCV, lo cual también ha sido sefialado por
otros autores para otros cultivos (Adesemoye et al., 2009; Adesemoye y Kloepper, 2009).
El uso de este tipo de microorganismos, representa una alternativa prometedora, para
mejorar la eficiencia de absorcion de nutrientes en las plantas, e incrementar el

rendimiento de los cultivos (Adesemoye et al., 2010; Yildirim, 2010).
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Figura 8. Efecto de la inoculacion de RPCV en el rendimiento del cultivo de brdcoli.
Cl=Pseudomonas tolaasii A46, C2= Pseudomonas tolaasii P61, C3= Tratamiento sin
inoculacién (Testigo), F1= 50 % de la dosis de fertilizacion (45-14-36 NPK) y F2= 100 %
de dosis de fertilizacion (90-28-72 de NPK). La barra sobre cada columna indica el error
estandar.

VIl. CONCLUSIONES
7.1 Experimento en semillero

A nivel de semillero las cepas A46 (Pseudomonas tolaasii), P61 (Pseudomonas tolaasii),
R44 (Bacillus pumilus) y BSP1.1 (Paenibacillus sp) incrementaron el crecimiento vegetal
de plantulas de brécoli variedad Heritage fertilizadas con dos dosis de la solucion Steiner
(50 y 100 %)

La cepa A46 (Pseudomonas tolaasii) destacé respecto a las otras cepas al incrementar
en mas del 28% el peso seco de las plantulas fertilizadas con cualquiera de las dos dosis
de la solucion Steiner (50 y 100 %).



Las cepas A46 (Pseudomonas tolaasii) y P61 (Pseudomonas tolaasii) promovieron un
mayor efecto en el peso seco de raiz cuando se empleo el 50 % de la solucién Steiner,

superando en mas del 60 % al tratamiento testigo regado solo con la solucion.

7.2 Experimento de campo

La cepa P61 (Pseudomonas tolaasii) promovié el crecimiento vegetal de plantas de
brécoli variedad Heritage, con ambas dosis de fertilizacion, destacando un incremento
significativo en el peso seco de pellas, 27 % superior a las plantas no inoculadas y sélo
fertilizadas (50 y 100 % de NPK).

Las plantas inoculadas con la cepa P61 (Pseudomonas tolaasii) y fertilizadas con el 100
% de la dosis presentaron la concentraciéon mas alta de N en tallo (1.88 %) y de K en

pella (3.26 %) respecto a las planta no inoculadas y fertilizadas con la misma dosis.

Las plantas inoculadas con la cepa A46 (Pseudomonas tolaasii) y fertilizadas con el 100
% de la dosis fueron capaces de extraer del suelo la mayor cantidad de N (248.64 kg/ha)

y de P (41 kg/ha) respecto al resto de los tratamientos.

En relacion al rendimiento el tratamiento inoculado con la cepa P61 (Pseudomonas
tolaasii) y con 100 % de la fertilizacién present6 el mayor rendimiento con un valor de

17.85 ton/ha superior al promedio nacional (14.46 ton/ha).

La inoculacion de RPCV permitié reducir la dosis de fertilizante, ya que el rendimiento
obtenido con la cepa P61 (Pseudomonas tolaasii) con el 50 % de la dosis de fertilizante
aplicado fue equivalente al rendimiento obtenido con el 100 % de fertilizacion sin la

inoculacion.

El uso de RPCV en cultivos horticolas como el brécoli resulta ser una tecnologia

sustentable, amigable con el ambiente, que podria reducir los costos de produccion.
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