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Resumen

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en Tepatitlan de Morelos, Jalisco, en las instalaciones
del Campo Experimental Centro Altos de Jalisco. Se utilizaron semillas de especies horticolas
(chile chilaca, mel6n y pepino) inoculadas con biofertilizantes (Azospirillum brasilenses y Glomus
intraradices) y sometidas a diferentes concentraciones de cloruro de potasio (KCI). El objetivo fue
evaluar el efecto de los biofertilizantes y KCI, en la germinacién y vigor en semillas de especies
horticolas. Los tratamientos evaluados bajo condiciones de laboratorio fueron mediante la
inoculacion de biofertilizantes, combinacion de biofertilizantes mas solucidon salina en diferentes
concentraciones, tratamiento quimico y testigo absoluto, lo anterior para observar el efecto
fisiolégico en las semillas mediante las variables evaluadas: germinacidn estandar, longitud media
de plimula, vigor y peso seco. La informacién obtenida de cada una de las variables se analizd
mediante un disefio completamente al azar con arreglo factorial y con cuatro repeticiones, siendo
la unidad experimental los tacos (sustrato entre papel). Se detectaron diferencias significativas
entre tratamientos y variables, esto debido a los resultados por inoculacion de biofertilizantes en
combinacion con las concentraciones salinas, promovieron fisiologicamente las especies horticolas
en estudio siendo tratamientos T7 y T8, con mejor respuesta con respecto al testigo absoluto; es
decir, tienen un efecto positivo en germinacion y vigor en las especies estudiadas.
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Introduccion

El suelo es el habitat de una gran variedad de microorganismos las plantas alojan en su sistema
radical una gran variedad de estos microorganismos interactuando con ellas de manera positiva o
negativa. Los grupos dominantes son hongos, bacterias y nematodos (Manoharachary y Mukerji,
2006). La mayoria de estas interacciones ocurren en la rizdsfera, un centro de actividades fisicas,
quimicas y bioldgicas con apenas 1 mm de espesor, que rodea la arquitectura viva del sistema
radical de una planta y que es influenciado por los exudados de la raiz (Cardon y Whitbeck, 2007).

Los microorganismos poseen una gran diversidad de mecanismos a traves de los cuales promueven
el crecimiento de las plantas. En funcion de estos mecanismos se reconocen cuatro grandes grupos
de microorganismos promotores del crecimiento vegetal: a) microorganismos que incorporan
nitrégeno al sistema planta-suelo mediante la fijacion biolégica de nitrogeno; b) microorganismos
que incrementan la captacion de nutrientes y agua; c) microorganismos que aumentan la
disponibilidad de nutrientes en el suelo en formas no asimilables; y d) microorganismos que poseen
actividades antagonicas contra agentes fitopatogenos (Aguado, 2012).

El empleo de microorganismos que viven en intercambio con las plantas es una de las areas de
estudio que mas ha impactado la agricultura en las dos Gltimas décadas, debido a que son una
alternativa emergente a los productos quimicos, para incrementar la fertilidad y produccion de
cultivos en agroecosistemas sustentables (Franco-Correa, 2009; Rueda et al., 2009).

La salinidad es una limitante en cultivos horticolas, que ocasiona alteraciones en el crecimiento,
baja absorcion y distribucion de nutrientes a diferentes 6rganos de la planta'y cambios en la calidad.
El fertilizante cloruro de potasio constituyente de la mayor riqueza en potasio, buen porcentaje de
solubilidad y ademés es de bajo costo en nuestro pais (Ayala et al., 2019). Es por ello que el
presente trabajo de investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto de los biofertilizantes y
cloruro de potasio (KCI), en la germinacion y vigor en semillas de especies horticolas.

En la agricultura actual, las nuevas variedades de alto rendimiento exigen mejores condiciones de
cultivo y altos niveles de fertilizacidon, y como consecuencia resulta en un deterioro ambiental que
puede sobrepasar el beneficio econémico, social y ambiental. De ahi la importancia de entender
los efectos 0 mecanismos de los microorganismos que viven en asociacion con las plantas. Los
microorganismos ejercen un efecto benéfico sobre la germinacion, desarrollo y control de otros
microorganismos patdgenos (biocontrolador) (Franco-Correa, 2009; Rueda et al., 2009).

Los inoculantes microbianos o biofertilizantes poseen en la actualidad gran relevancia ecolégica y
econdmica en la agricultura, por lo que su importancia se ha incrementado dentro de la
conservacion y la fertilidad de los suelos. Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) y las
bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV), son de los microorganismos mas estudiados
(Adesemoye y Kloepper, 2009; Hungria et al., 2010; Sharma et al., 2012).

Clasificacion de biofertilizantes. Los biofertilizantes se clasifican de acuerdo con el mecanismo(s)
empleado por la bacteria para promover el crecimiento de las plantas (fijadores de nitrgeno,
solubilizadores de fosfatos o desintegradores de materia organica) o bien conforme al tipo de
microorganismos empleados en su formulacion, bacterias, hongos o una combinacion de ambos.
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Inoculantes bacterianos. Las rizobacterias mas comunmente aplicadas como inoculantes en la
agricultura incluyen a las bacterias fijadoras de nitrogeno (diazotroficas) y las bacterias
solubilizadoras de fosfatos. Los organismos diazotroficos emplean el complejo enzimético de la
nitrogenasa para convertir nitrogeno atmosférico en amonio, un compuesto asimilable por las
plantas y pueden ser de vida libre (Acetobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia,
Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Pseudomonas, Serratia y las cianobacterias Anabaena y
Nostoc). (Bloemberg y Lugtenberg, 2001). En particular, el género Azospirillum se ha investigado
a profundidad por su capacidad promotora del crecimiento vegetal y se ha convertido en un
excelente modelo para estudiar la interaccion planta-microorganismo.

Los resultados que han sido reportados con la asociacion Azospirillum-planta son: a) incrementos
en porcentaje y tasa de germinacion; b) aumentos en la altura, peso fresco total, longitud
radicular, mayor nimero de pelos y raices adventicias y secundarias; c) incrementos en area
foliar, repercutiendo en mayores indices de fotosintesis y consiguiente mayor produccién; d)
incrementos en floracion, espigamiento y amarre de fruto; y ) aumento en niveles de nitrégeno,
expresados en proteina en el follaje y grano (Rueda et al., 2009) y produccion de auxinas en la
raiz (Star et al., 2012).

Inoculantes fungicos. Los hongos que se han investigado méas intensivamente como inoculantes
fangicos por sus beneficios en la nutricién de las plantas son las micorrizas, las micorrizas se
dividen en ectomicorrizas y endomicorrizas. En el caso de Ectomicorrizas; Estas asociaciones
simbioticas tipicamente se forman entre las raices de plantas lefiosas y hongos pertenecientes a los
Phylum Basidiomycota, Ascomycota y Zygomycota. Mientras que Las ectomicorrizas colonizan
aproximadamente 10% de las familias de plantas que incluyen pinos, abedules, eucaliptos, encinos
y hayas, entre otros. Las ectomicorrizas se pueden visualizar macroscopicamente pues el hongo
rodea a la raiz y forma una capa o manto fungico (Elo et al., 2000).

Endomicorrizas. Estos conforman un grupo muy variable de hongos que se clasifican en
arbusculares, ericoides, arbutoides, monotropoides y orquidioides (Peterson et al., 2004). Las
asociaciones de micorrizas arbusculares 0 AM (previamente conocidas como vesiculo-arbusculares
o VAM) son formadas Unicamente por hongos pertenecientes al Phylum Glomeromycota. Las
micorrizas arbusculares constituyen el grupo de hongos simbidticos mas importante desde un punto
de vista agricolay ecolégico. Actualmente son el grupo de hongos méas empleado en la formulacién
de biofertilizantes y son fuertes candidatos para el biocontrol de fitopatdgenos a traves de sus
capacidades competitivas por los espacios disponibles en las raices (Aguado, 2012).

Algunos de los beneficios de las micorrizas en las plantas control de patdgenos del suelo (Whipps,
2001) y estabilizacion de la estructura del suelo mediante un incremento en su agregacion (Miller
y Jastrow, 2000). Inoculantes compuestos. Existe un sinergismo en la promocion del crecimiento
de las plantas cuando se emplean dos 0 mas microorganismos estimuladores.

Sin embargo, la formulacion de biofertilizantes compuestos que sean efectivos en campo requiere
la realizacion de minuciosos estudios para conocer y entender los requerimientos nutricionales y
ambientales de cada uno de los microorganismos a emplear en las formulaciones y los resultados
de su interaccion en términos fisiologicos y ecoldgicos para poder formular biofertilizantes que
sean compatibles y sinérgicos en cuanto a sus efectos sobre las variables agrondmicamente
importantes de los cultivos, en campo o invernadero (Aguado, 2012).
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Desde hace varios afios el empleo de bacterias y hongos solubilizadores de fésforo ha sido una
préctica agricola comun en Rusia que ha dado buenos resultados. Asimismo, se ha demostrado que
la combinacion de distintas cepas de rizobacterias promotoras de crecimiento produce un efecto
benéfico en arroz (Nguyen et al., 2002) y en cebada (Belimov et al., 1995). Asimismo, se ha
encontrado que la combinacidn de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal y micorrizas
arbusculares puede ser util para incrementar el crecimiento de trigo en suelos de baja fertilidad
(Galal et al., 2003). Asi, se menciona a la co-inoculacion de leguminosas con hongos arbusculares
y Rhizobium resulta en un mejor crecimiento de las plantas que el que se obtiene utilizando cada
uno de estos microorganismos por separado (Barea y Azcon-Aguilar, 1983; Bagyaraj, 1984).

Aunque el principal beneficio de los inoculantes duales es incrementar la absorcion de nutrientes
provenientes de los fertilizantes y del propio suelo (Belimov et al., 1995; Bashan et al., 2004), otros
sinergismos pueden ser el resultado; por ejemplo, de un aumento en la captacion de nutrientes y el
control de agentes fitopatdgenos. No obstante, los beneficios mencionados previamente en cuanto
al empleo de biofertilizantes mixtos, duales o multiples, es importante, realizar estudios a fin de
determinar la compatibilidad de los microorganismos a aplicar ya que se han encontrado
antagonismos entre algunos microorganismos promotores de crecimiento (Aguado, 2012).

Materiales y métodos

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en condiciones de laboratorio, en las instalaciones
del Campo Experimental Centro Altos de Jalisco, se utilizaron semillas de especies horticolas (chile
chilaca, melon y pepino) inoculadas con biofertilizantes (Azospirillum brasilenses y Glomus
intraradices) y sometidas a diferentes concentraciones de cloruro de potasio (KCI).

Los tratamientos utilizados son los siguientes: T1= testigo absoluto (semillas sin inoculaciony
sin concentraciones salinas). T2= tratamiento quimico AG3z (&cido gibérelico) a 3 ppm. T3=
semillas inoculadas Azospirillum brasilenses (Az) + Glomus intraradices (Gl). T4= semillas
inoculadas con Az. T5= semillas inoculadas con GI. T6= semillas inoculadas Az+GI+5 dS m™
de KCI. T7= semillas inoculadas. Az + Gl + 10 dS m™ de KCI. T8 = semillas inoculadas
Az+Gl+15 dS mde KCI.

Para dicho experimento se utilizaron 800 semillas de cada especie, de las cuales 500 semillas se
inocularon con biofertilizantes (para el caso de los tratamientos 3, 4, 5, 6, 7 y 8), se requirio de
0.428 g de Azospirillum brasilenses y 0.802 g de Glomus intraradices, por cada gramo de semilla,
para cada una de las especies estudiadas en este experimento, en el caso del tratamiento quimico
(T2) fue importante la incorporacion debido a que su funcién es estimular la germinacién y por
ende la emergencia en campo, este se utilizé a la dosis recomendada a 3 ppm.

Las semillas se impregnaron con adherente y se mezclaron con los biofertilizantes en una caja de
petri, una vez que se inocularon las semillas se procedio a realizar el ensayo de germinacion segun
reglas ISTA (2004), para los cuales se utilizo hojas de papel anchor, agua destilada (para el caso
del testigo absoluto). Durante el del ensayo de germinacion se regaron los tacos (sustrato entre
papel) con su respectiva dosis de KCI (5, 10 y 15 dS m), mientras que para los tratamientos (T1
a T5) se regaron unicamente con agua destilada, al cuarto y septimo dia después de la siembra,
siendo un total de siete dias para las evaluaciones.
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Una vez establecido el experimento, las variables analizadas fueron los siguientes: germinacion
estandar o ‘PN’ (plantulas normales ‘PN’, plantulas anormales ‘PA’ y semillas sin germinar ‘SSG”)
la evaluacion se realiza al séptimo dia después de la siembra. Para estos propdsitos se define a la
germinacién, como la emergencia y desarrollo de aquellas estructuras esenciales que provienen del
embrion y que manifiestan la capacidad de la semilla para producir una planta normal bajo
condiciones favorables. Plantula normal se consideran todas aquellas que poseen las estructuras
esenciales para producir plantas normales bajo condiciones favorables de agua, luz y temperatura.

Plantula anormal. Son aquellas plantas que presentan deficiencia en el desarrollo de sus estructuras
esenciales, lo que les impide su desarrollo normal bajo condiciones favorables de agua, luz y
temperatura. Semillas sin germinar Para esta clasificacion es importante tomar en cuenta que las
semillas que no germinan pueden ser por diferentes motivos, tales son los siguientes: semillas
frescas, semillas duras, semillas muertas y semillas latentes, su expresion en porcentaje. Vigor (V)
evaluacion al cuarto dia, inicamente se consideran plantulas normales y su expresion en porcentaje.
Longitud media de radicula (LMR), longitud media de plumula (LMP). Las pruebas de crecimiento
de plantulas se realizan cuando las plantulas en un ensayo de germinacion muestran todas sus
estructuras esenciales y un desarrollo balanceado, son consideradas plantulas normales, al final del
ensayo se cuenta el nimero de plumulas que estan situadas en cada paralela.

A las lineas se les da un valor de (0-2) 1, (2-4) 3, (4-6) 5, (6-8) 7, (8-10) 9, (10-12) 11y (12-14) 13
cm valor del punto medio de cada paralela a la linea central. EI nimero que queda en cada linea se
multiplica por la correspondiente distancia y se suma, dividiendo la longitud total entre el nGmero
de semillas (25). Y peso seco (PS), se evaluan las plantulas descartando anormales, las plantulas
normales se llevan a secado por 24 h a 80 °C, después de eliminar la semilla o los cotiledones,
después del secado se pesan hasta mg, el peso seco total de las plantulas normales por repeticion y
se divide entre el nimero de plantas incluido, reportando en g plantula® el resultado (ISTA, 2004).

Anadlisis estadistico. La informacién obtenida de cada una de las variables estudiadas de la presente
investigacion, se analizd con el programa estadistico SAS 9.4, se utilizé un disefio completamente
al azar, siendo la unidad experimental los tacos (sustrato entre papel), los tratamientos tuvieron
arreglo factorial, con cuatro repeticiones, las cuales consistieron inoculaciones de biofertilizantes
(Az y GI) y en combinacion con tres niveles de KCI (5, 10 y 15 dS m™), se realiz6 un analisis de
varianza (Anova) y en las variables respuesta, donde se observé diferencia estadistica significativa
se hizo una comparacion de medias (Tukey p< 0.05).

Resultados y discusion

Para esta seccion se va a discutir de acuerdo con las variables y factores en estudio, como principal
vamos a analizar el efecto en la germinacion respecto a las variables y el efecto en el vigor y
crecimiento de la planta respecto a las variables.

Efecto en la germinacion. En el Cuadro 1, se analiza que existen diferencias significativas respecto
a las especies utilizadas correspondientes a germinacion estandar, plantulas anormales y semilla
sin germinar, en lo que respecta al tratamiento y su interaccion tratamiento*especie, no existe
significancia en la germinacion y en semillas sin germinar, caso contrario en plantulas anormales
donde se presenta una alta significancia, lo que significa que en los tratamientos y combinaciones,
el comportamiento en cuanto a su efecto en germinacién, se presentd una respuesta independiente.
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Cuadro 1. Cuadrados medios de las variables analizadas.

Fuente de variacion GL G (%) PA (%) SSG (%)
Tratamiento 7 52.23 ns 47.02" 9.18 ns
Especie 2 6743.04" 486.54™ 3650.79™
Tratamientoxespecie 14 41.51 ns 33.39™ 24.64 ns
EE 72 30.93 10.02 20.81
Media 85.35 4.79 9.85
Ccv 6.515821 66.08 46.3

*y "= valores significativos con p< 0.05 y p< 0.01, respectivamente; ns= no significativo; GL= grados de libertad; G=
germinacién; PA= plantulas anormales; SSG= semillas sin germinar.

En la Figura 1, se observa que en el caso del chile chilaca el mejor resultado en base a la
germinacion respecto a los tratamientos con diferentes niveles de salinidad y combinacién con
biofertilizantes, obteniendo 8% mas de germinacion respecto al testigo absoluto y 7.5% con el
tratamiento 2, lo cual nos indica que esta especie tolera la salinidad, mientras que para el mel6n no
es tan tolerante a la salinidad y el mayor porcentaje de germinacion se obtuvieron en el tratamiento
3 (AZ+GI) y finalmente el pepino tuvo mejor porcentaje de germinacion con el tratamiento 7 lo
cual indica que tolera la salinidad.

120

100

30 ET1

HT2
HT3

T4
ETS

Porcentaje (%o)
[=]
5]

uT6

5

T7

T8

20

PA PA

Chile Chilaca Pepino

Figura 1. Comparacion de medias del tratamiento/especie con respecto a la germinacion (PN, PA 'y
SSG).

El menor porcentaje de plantulas anormales o (%) de germinacion en chile chilaca es para el
tratamiento 7, siendo inverso el resultado con respecto al resultado de germinacion; es decir, a
mayor porcentaje de germinacion tenemos menor porcentaje de plantulas anormales o en su caso
SSG, para el meldn el que tuvo menor porcentaje de plantulas anormales fue en el tratamiento 6 y
para el pepino fue en el tratamiento 4.
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Lo que respecta a que para el chile chilaca el menor porcentaje de semillas sin germinar se observo
en los tratamientos 1 y 8, para el caso del melon fue el tratamiento 3 en el que se tuvo bajo
porcentaje de semillas sin germinar y para el caso del pepino el tratamiento 7 fue el que tuvo un
porcentaje minimo de semillas sin germinar, logrando una sincronia en resultados con el porcentaje
de germinacion que es lo que se esperaba (Figura 1).

Efecto en el vigor y crecimiento de las plantas. En el Cuadro 2 se observa que existen diferencias
altamente significativas en cuanto al desarrollo las plantulas entre los tratamientos, considerando
LMP y LMR, asimismo y como indicativo de un componente fisioldgico en las semillas el V 'y PS
nos muestra que también existen diferencias, dichos resultados similares nos arroja en la
interaccion tratamiento*especie, mientras que en las especies evaluadas se percibe que en todas las

variables analizadas existen diferencias altamente significativas.

Cuadro 2. Cuadrados medios de las variables analizadas, vigor y crecimiento de las plantas.

Fuente de Variacion GL LMR (cm) LMP (cm) V (%) PS (9)
Tratamiento 7 497 39.45™ 245.27" 0.08™
Especie 2 542.82™ 935.31™ 13311.16™ 6.42"
Tratamientoxespecie 14 3.03™ 13.95™ 228.11™ 0.01™
EE 72 1.03 0.58 26.06 0.005

Media 11.82 12.57 81.47 0.64

CcVv 8.61 6.08 6.26 11.05

"y ™= valores significativos con p< 0.05 y p< 0.01, respectivamente; ns = no significativo; GL= grados de libertad;
LMR= longitud media de radicula; LMP= longitud media de plimula; V= vigor y PS= peso seco de plantula.

Al analizar la (Figura 2a), se observa que, para las tres especies estudiadas, se tienen un mejor
sistema radicular en el tratamiento 3; sin embargo, existe diferencia numérica entre ellas, podemos
hacer énfasis que sigue reflejandose el desempefio de los biofertilizantes fusionados, seguido del
tratamiento 4 y 5, que sin duda estan presentes los biofertilizantes, pero de manera individual.

En la (Figura 2b), se observa que para el caso del chile chilaca y el meldn, el mejor resultado en
cuanto al desarrollo de la plumula esta dado por el tratamiento 6, ya que, a pesar de la alta
concentracion de salinidad, los biofertilizantes desempefiaron adecuadamente la funcién, mientras
que, para el pepino el mejor resultado se obtuvo en el tratamiento 8, el cual nos demuestra una vez
mas que a pesar de las altas concentraciones de salinidad, los biofertilizantes acttan logrando que
las plantulas fisiolégicamente presenten tolerancias a salinidad y vigor en la semilla.

El desarrollo de plantulas va acorde a lo reportado por Cruz-Romero et al. (2016), quienes, en su
investigacion, la inoculacion con la cepa 7A de Azospirillum y la aspersion foliar de miel de abeja,
demostraron que tienen efectos promotores del crecimiento vegetal, por lo tanto, constituyen una
alternativa promisoria y viable para la produccion de plantulas de hortalizas. Considerando que el
vigor es uno de los parametros mas importantes en las semillas, se observa que chile chilaca y el
pepino tuvieron un mayor porcentaje de vigor en el tratamiento 8, esto nos indica que estas especies
son mas tolerantes a la salinidad y que la inoculacién de los biofertilizantes es una alternativa muy
eficiente, mostrando diferencia respecto al testigo absoluto y tratamiento quimico. Mientras que el
melon presentd el mayor porcentaje de vigor en todos los tratamientos aun cuando la semilla es
inoculada (oscilando entre 87.5 y 98 %), en los tratamientos 3 y 4 inoculadas con Az+Gl y Az,
respectivamente, tal como se observa en la Figura 2c).
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Asimismo, Rojas y Ortufio (2007), en su trabajo de investigacion concluyen que las plantas
inoculadas con micorriza en combinacion con humus de lombriz y gallinaza evaluados en el cultivo
de cebolla, permitieron la obtencion de altos rendimientos y un mayor desarrollo de la planta
(mayor altura de planta, mayor diametro de bulbo, mayor desarrollo radical, mayor vigor y mayor
sanidad de las plantas) en ausencia de fertilizantes quimicos.

Al observar los resultados en la (Figura 2d), deducimos que para el caso del chile chilaca y el
melon, se generd mayor cantidad de materia seca en el tratamiento 7 y para el caso del pepino la
mayor cantidad de materia seca se obtuvo en el tratamiento 6, enfatizando que la inoculacion de
los biofertilizantes, aumentaron considerablemente la materia seca de las plantulas, este resultado
va paralelamente con lo obtenido en LMP, LMR, asi como el vigor de la semilla, mostrando
diferencias altamente significativas con respecto al testigo y mostrando un resultado considerable
al interactuar los biofertilizantes en combinacion con el cloruro de potasio Mujica y Batlle (2013).

Al realizar un analisis integral de los indices de crecimiento y desarrollo de las plantas evaluados
en este ensayo (altura de las plantas, diametro inferior y superior del tallo, nimero de flores y masa
seca aérea) se comprobd la efectividad de la inoculacion por capilaridad de la especie Glomus,
destacandose, para todas las variables, las plantas inoculadas en relacion con el testigo.
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Figura 2. Comparacién de medias de los tratamientos/especies. a) longitud media de radicula; b)
longitud media de plumula; c) vigor; y d) peso seco.

Al respecto, Parra y Cuevas (2001) indican que el mecanismo por el cual Azospirillum influye en
el desarrollo y productividad de las plantas no es claro y entre las explicaciones sefialan su
capacidad para fijar N atmosférico en el suelo a través del incremento en la actividad de la enzima
nitrato reductasa que estimula la asimilacion de nitratos por las plantas inoculadas.
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Conclusiones

En base a los resultados obtenidos en la presente investigacion, podemos concluir de manera
concreta que la inoculacion de biofertilizantes en las semillas en estudio tiene un efecto positivo
en cuanto a las variables estudiadas.

Los resultados obtenidos por inoculacion de biofertilizantes en combinacion con las
concentraciones salinas promovieron fisioldgicamente las especies horticolas en estudio siendo
tratamientos T7 y T8 con mayor respuesta con respecto al testigo absoluto mostrando diferencias
significativas; es decir, la combinacion de los microorganismos y el cloruro de potasio, tienen un
efecto positivo en germinacion y vigor en las especies horticolas.
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