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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion ha sido estudiar como las semillas de Abelmoschus
esculentus (Okra) inoculadas con células de cepas de bacterias individuales y en
consorcio modifican la tolerancia de las semillas a ciertas soluciones de sulfato de cobre
y condiciones de invernadero. El diseiio experimental implementado en la fase
laboratorio fue completamente al azar, con tres repeticiones por tratamiento. Los
resultados son Utiles para establecer un método practico y eficiente para potenciar las
caracteristicas responsables de la tolerancia de las plantas al cobre y de esta manera
puedan ser utiles en programas de fitorremediacién. Las semillas de Okra presentan
tolerancia basados en el porcentaje de germinacion a concentraciones de sulfato de
cobre igual o menores a 102 M, a la concentracion 10 M la germinaciéon se inhibe
completamente. Tanto en laboratorio como en condiciones de invernadero, el in6culo
multicepa A9, Avm, 24 fue el tratamiento que aument6 en mayor grado el porcentaje de
germinacioén con respecto al testigo (37.5 %). Resultados favorables, también son
reportados en porcentaje de emergencia, peso de biomasa seca de tallo, peso de
biomasa seca de raiz, longitud de tallo y longitud de raiz con respecto al testigo, estos
incrementos del 34.9 %, 5.5 %, 15.1 % y 19.6 % respectivamente. En la fase de
invernadero se utilizé el inéculo multicepa A9, Avm, 24 para determinar 17 variables
agronémicas: longitud del tallo, longitud de la raiz, biomasa seca y fresca de la raiz,
biomasa seca y fresca de la parte aérea, biomasa seca y fresca del fruto, contenido de
clorofila, nimero de hojas, diametro del tallo, area foliar, dias a floracién, nimero de
frutos y volumen radical. El disefio experimental fue de bloques completamente al azar
con un arreglo factorial (4x2x2). Las plantas de Okra cuyas semillas fueron inoculadas
mediante indculo multicepa presentaron medias superiores en las variables evaluadas,
con respecto a las que no fueron inoculadas, siendo mayor estas diferencias en las
variables relacionadas con el sistema radicular. Las plantas cultivadas en suelo regado
histéricamente con agua de manantial expresaron un desarrollo vegetal mayor que las
plantas que fueron cultivadas en suelo con historial de riego con agua residual. La
aplicacion de materia organica logré6 aumentos significativos en las variables
agronomicas evaluadas en comparacién con los tratamientos en donde no se aplicé, los
resultados 6ptimos se observaron a dosis de 25t ha?.

Palabras clave: sulfato de cobre (CuSOas); rizobacterias; materia organica;
bioaumentacion; espectrofotometro.
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ABSTRACT

The objective of this research was to study how Abelmoschus esculentus (Okra) seeds
inoculated with cells of individual and consortium bacterial strains modify seed tolerance
to certain copper sulfate solutions and greenhouse conditions. The experimental design
implemented in the laboratory phase was completely randomized, with three replicates
per treatment. The results are useful to establish a practical and efficient method to
enhance the characteristics responsible for plant tolerance to copper so that they can be
useful in phytoremediation programs. Okra seeds show tolerance based on the
percentage of germination at copper sulfate concentrations equal to or lower than 102 M,
at 101 M concentration germination is completely inhibited. Both in laboratory and
greenhouse conditions, the multi-strain inoculum A9, Avm, 24 was the treatment that
increased germination percentage to the greatest extent with respect to the control
(37.5%). Favorable results are also reported in percentage of emergence, stem dry
biomass weight, root dry biomass weight, stem length and root length with respect to the
control, with increases of 34.9 %, 5.5 %, 15.1 % and 19.6 % respectively. In the
greenhouse phase, the multi-strain inoculum A9, Avm, 24 was used to determine 17
agronomic variables: stem length, root length, root dry and fresh biomass, aerial part dry
and fresh biomass, fruit dry and fresh biomass, chlorophyll content, number of leaves,
stem diameter, leaf area, days to flowering, number of fruits and root volume. The
experimental design was completely randomized blocks with a factorial arrangement
(4x2x2). Okra plants whose seeds were inoculated with multi-strain inoculum showed
higher means in the variables evaluated than those that were not inoculated, with greater
differences in the variables related to the root system. Plants grown in soil historically
irrigated with spring water showed greater plant development than plants grown in soil
with a history of irrigation with residual water. The application of organic matter achieved
significant increases in the agronomic variables evaluated in comparison with the
treatments where it was not applied; the optimum results were observed at a dose of 25
t hat.

Key words: copper sulfate (CuSOa); rhizobacteria; organic matter; bioaugmentation;
spectrophotometer.
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I. INTRODUCCION

La toxicidad de los metales repercute y amenaza la salud, a medida que ingresan a la
cadena alimenticia. La contaminacion de los suelos agricolas con metales
potencialmente toxicos se ha convertido en un problema mundial grave. Una alternativa
prometedora para luchar contra la contaminacion de los suelos por estos metales es
aplicar la técnica de fitorremediacion que es el uso de las plantas para reducir la
presencia de sustancias peligrosas del ambiente. En los cultivos que se desarrollan en
suelos contaminados, el problema inicia con la reduccion de la germinacioén (Sanjosé et
al., 2021) y el vigor (Isik, 2021, Zhao et al., 2021) que causa retardo de las etapas
tempranas de desarrollo. En estas condiciones, el establecimiento de los cultivos se ve
seriamente afectado, situacion que causa pérdidas en el rendimiento de los cultivos. La
germinacién de semillas y emergencia de plantulas son las etapas de mayor importancia

y vulnerabilidad a condiciones abitticas (Knezevic et al., 2021).

Las plantas absorben los metales del suelo donde se desarrollan, pero en distinto grado,
dependiendo de la especie vegetal, pues ciertas plantas como Thlaspi y Chenopodium
(McGrath et al., 2006), conocidas como hiperacumuladoras, ademas de tolerar altos
concentraciones de metales pesados, tienen la capacidad de asimilarlos y acumularlos.
Existe mucho interés y grandes expectativas en utilizar a los microorganismos en
particular las bacterias (Efe, 2020, Gardezi et al., 2022), para reducir la acumulacion de
metales pesados en los cultivos y mas importante, en las partes comestibles de la planta
de los cultivos desarrollados en los suelos contaminados. Las bacterias promotoras del
crecimiento de las plantas conocidas como PGPB (Kloepper y Schroth, 1978), ademas
de estimular el desarrollo de las plantas, algunas de ellas son importantes en la absorcién
de metales pesados de los suelos contaminados. Estas bacterias al colonizar las raices
de las plantas hiperacumuladoras, hacen mas eficiente la asimilacion de estos

compuestos por la planta (Mahmood et al., 2016).

Ciertas bacterias PGPB reducen los metales pesados presentes en el suelo, y la
absorcion y cantidad de metales pesados en los tejidos vegetales (Han et al., 2018). Las
interacciones planta-microorganismo se estudian con detalle (Pilon-Smits, 2005, Gardezi

et al., 2019), para identificar y seleccionar a las bacterias Gtiles en estos procesos. La



técnica general consiste en inocular las semillas con células de cepas bacterianas para
determinar a los microorganismos que tienen la capacidad de promover el desarrollo de
las plantas (Nezarat y Gholami, 2008). La inoculacion de la semilla con estas bacterias
es una técnica que permite potenciar el desarrollo de las plantas, porque las bacterias
proporcionan nutrientes y ayudan a aliviar el estrés bidtico y abiotico, secretan
fitohormonas y fitoqueladores (Zuluaga et al., 2021). La técnica de inoculacién de
semillas con bacterias benéficas es util tanto para actividades productivas en terrenos
agricolas contaminados histéricamente mediante productos quimicos para el combate
de plagas y enfermedades, un ejemplo tipico es la aplicacién de fungicidas a base de
cobre (Clasen et al., 2021), como para procesos de fitorremediacion de suelos
contaminados con metales potencialmente toxicos. Sin embargo, se ha demostrado que
diferentes cepas bacterianas tienen efectos distintos sobre una misma planta (Rivera-
Conde et al., 2018, Yildirim et al., 2021), por lo tanto, la dificultad de la aplicacion de esta
tecnologia radica en determinar la asociacion que garantice maximizar variables

deseadas.

El objetivo de esta investigacion ha sido identificar a microorganismos capaces de
incrementar el porcentaje de emergencia, velocidad de emergencia de semillas de A.
esculentus y el desarrollo de raices y brotes, dejando para investigaciones subsecuentes
su clasificacion y caracterizacion. Para lograr este objetivo, las semillas seran inoculadas
con células de cepas bacterianas individuales y en consorcios de bacterias
seleccionadas (inéculos multicepa), para analizar los efectos y la tolerancia de las
semillas a ciertas soluciones de sulfato de cobre y su efecto al ser cultivadas en dos tipos
de suelo (regado histéricamente con agua residual y agua limpia de manantial). Esta
informacion sera valiosa para establecer un método practico y eficiente para potenciar
las caracteristicas responsables involucradas en la tolerancia de las plantas para que
puedan ser Gtiles y mas eficientes en programas de fitorremediacion. La investigacion en
este campo sobre el cultivo de Okra en México es reducido, por lo tanto, la presente

investigacion es relevante en la generacion de conocimiento.



Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1. Objetivo general

Utilizando el cultivo de Okra, determinar el efecto de bacterias Pseudomonas asociadas
a las raices, tanto en laboratorio como invernadero en el vigor de manera comparativa,
en raiz, tallo, hojas y fruto, y su tolerancia a condiciones de estrés en medios con sulfato

de cobre y suelos contaminados histéricamente con agua residuales.
2.2. Objetivos especificos

Realizar experimentacion en laboratorio para determinar la capacidad de germinacion de
semilla de Okra en presencia de soluciones de sulfato de cobre en el medio de

germinacion, asi como inoculada con células bacterianas.

Realizar pruebas de germinacién y vigor en plantulas de Okra inoculadas con bacterias

Pseudomonas.

Estimar en condiciones de laboratorio controladas (in vitro) el efecto en el vigor de

plantulas de Okra inoculadas con multicepas.

Medir el efecto de in6culos multicepa en vigor de plantulas de Okra cultivas en suelo y

en condiciones de invernadero.

Estimar el efecto de in6culos multicepa, dos tipos de suelo (regado con aguas limpias y
aguas residuales) y cuatro dosis de materia organica en el desarrollo vegetativo de
plantas de Okra (raiz, tallo, hojas, fruto).



2.3. Hipotesis general

El uso de bacterias Pseudomonas asociadas a las raices de cultivo de Okra, en un medio
contaminado con cobre por el riego con aguas residuales, mejorara el vigor de la raiz,

tallo hojas y fruto del cultivo de Okra significativamente.
2.4. Hipotesis especificas

La germinacion y vigor en plantulas de Okra inoculadas con bacterias Pseudomonas

mejorar significativamente en mas de 30 %.

El vigor de la plantula de Okra mejora significativamente cuando se inocula con

multicepas en condiciones controladas de laboratorio.

El vigor de la plantula de Okra mejora significativamente cuando se inocula con

multicepas en condiciones de siembra en suelo e invernadero.

Se tiene un mejor y significativo desarrollo vegetativo de la raiz, tallo, hojas y fruto del
cultivo de Okra, cuando se inocula con multicepas y se cultivan en suelo regado

histéricamente con agua limpia.



lII.LREVISION DE LITERATURA

3.1. Biorremediacion

La biorremediacion es un proceso en el que se utilizan organismos bioldgicos (hongos,
algas, plantas y bacterias) para eliminar o neutralizar un contaminante ambiental en suelo
0 agua mediante un proceso metabdlico (Sharma, 2021). Las dos principales ventajas
comparativamente con métodos convencionales de remediacion son su bajo costo y ser
una solucidbn permanente que proporciona una transformacion completa del

contaminante en sus componentes moleculares, como el didxido de carbono y el agua

(Van-Dillewijn et al., 2009).

Al existir diversidad en los organismos biologicos que se pueden utilizar para efectuar el

proceso de biorremediacion de suelo y agua, su aplicacion pueda clasificar de maneras

diversas como se muestra a continuacion.
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Figura 1. Clasificacion de los diferentes tipos de biorremediacion (Bala et al., 2022)
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Como se observa en la Figura 1, las técnicas de biorremediacion se pueden realizar fuera
del sitio de contaminacion (ex-situ) o en el sitio de contaminacion (in-situ). La técnica
adecuada a utilizar depende de algunos factores que incluyen la naturaleza del
contaminante, la concentracion del contaminante, el tipo de ambiente, el costo de la
técnica de remediacion, la profundidad del contaminante y las politicas ambientales, y
otros factores abioticos y edaficos, como las concentraciones de oxigeno, la temperatura
y el pH (Alori et al., 2022).

En general las técnicas de biorremediacion ex-situ tienen un mayor costo que las in-situ,
esto al requerirse excavacion y traslado del material contaminado. Por lo tanto, son
utilizadas de forma preferente las técnicas que tienen la capacidad de remediar agua y
suelo en el lugar donde fueron contaminados. El éxito en la aplicacion de una
determinada técnica de biorremediacion esta directamente relacionado con un adecuado

disefio y seleccién de sus componentes.
3.2. Fitorremediacion

3.2.1. Definicion y caracteristicas

La fitorremediacion es una técnica que aprovecha la capacidad de absorber compuestos
i6nicos en el suelo, incluso en bajas concentraciones, a través del sistema radicular de
las plantas, lo que implica extraer y eliminar contaminantes elementales o reducir su
biodisponibilidad en el suelo (Yan et al., 2020). Por lo tanto, siendo una técnica
prometedora y efectiva desde el punto de vista econdémico, que utiliza plantas para
eliminar metales pesados en ecosistemas acuaticos o terrestres, ademas se caracteriza
por ser una tecnologia rentable, sencilla y respetuosa con el medio ambiente, con una

alteracion minima (Alaboudi et al., 2018).



La fitorremediacion depende para su aplicacion eficiente de las caracteristicas
morfoldgicas, fisioldégicas y anatdmicas de la planta que afectan los mecanismos de
absorcién de iones (figura 2), ademas es indispensable realizar ciclos secuenciales de
siembra y cosecha de las plantas hiperacumuladoras y finalmente reduciendo la
concentracion de metales toxicos en los suelos a un nivel aceptable para otros usos
(Shehata et al., 2019).
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Figura 2. Representacion esquemaética de diferentes enfoques de fitorremediacién (Rigoletto et
al., 2020).

En funcién de sus caracteristicas genéticas, morfolégicas, fisiolégicas y anatdbmicas de
las plantas, existen diferentes categorias de fitorremediacién, que incluyen;
fitoextraccion, rizofiltracién, fitoestabilizacion, fitovolatizacion y fitodegradacion, segun
los mecanismos de remediacién. (Lone et al., 2008).

3.2.2. Plantas hiperacumuladoras de metales pesados

El término “hiperacumulador” se refiere a un conjunto de plantas que pertenecen a
familias distintas, pero que comparten la capacidad de crecer en suelos metaliferos y de
acumular cantidades extraordinariamente altas de metales pesados en los 6rganos
aereos, muy por encima de los niveles que se encuentran en la mayoria de las especies,

sin sufrir efectos fitotoxicos (Rascio y Navari-1zzo, 2011). Si una planta acumula al menos



1000 mg/kg (peso seco) de un metal especifico o metaloide, se clasifican como
hiperacumuladores (Muthusaravanan et al., 2020). Los hiperacumuladores son plantas
inusuales que acumulan metales o metaloides particulares en sus tejidos vivos a niveles
que pueden ser cientos o miles de veces mayores de lo normal para la mayoria de las
plantas (Reeves, 2003). La hiperacumulacion de metales es una caracteristica presente
en mas de 500 especies de plantas y aproximadamente en el 0.2 % de todas las
angiospermas, dichos rasgos son heredados genéticamente, y estudiados para ser
usados para la fitorremediacion ya que son tolerantes a los metales pesados (Sarma,
2011).

Las plantas hiperacumuladoras son de gran interés fundamental e importancia practica
para remediacion principalmente de suelos contaminados con metales potencialmente
toxicos, sin bien, el conjunto de estas plantas es reducido, sus requerimientos
edafoldgicos son variados, por lo tanto, con un adecuado estudio de caso, es factible
remediar suelo bajo un amplio espectro de metales contaminantes y condiciones
ambientales (figura 3). Los hiperacumuladores son modelos excepcionales para que la
ciencia fundamental comprenda la regulacion de los metales, incluida la fisiologia de la
absorcion, el transporte y el secuestro de metales, asi como la evolucién y adaptacion

en entornos extremos (Kramer, 2010).

Las caracteristicas Unicas de las plantas hiperacumuladoras también se explotan en
biotecnologias aplicadas, incluidas la fitomineria y la fitorremediacién (Vander-Ent et al.,
2015), y aplicaciones practicas en biofortificacion de elementos esenciales (Clemens,
2017).
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Figura 3. Plantas hiperacumuladoras de metales pesados (Rascio y Navari-lzzo, 2011).

3.2.3. Limitaciones

La fitorremediacion con hiperacumuladores naturales tiene actualmente algunas
limitaciones, ya que es un proceso que requiere mucho tiempo para limpiar el suelo
contaminado con metales pesados, particularmente en sitios moderada y altamente
contaminados, es mas lento que los métodos convencionales y puede tardar de tres a
cinco afios en mostrar los resultados completos (Kafle et al., 2022). Esto puede deberse
en parte a la lenta tasa de crecimiento y la baja produccién de biomasa de estos
hiperacumuladores. Por lo tanto, mejorar el rendimiento de la planta es un paso critico

para desarrollar una fitorremediacion altamente efectiva (Yan et al., 2020).

La literatura indica que la concentracion de contaminantes, la toxicidad y la
biodisponibilidad y la eleccion de la planta y la tolerancia al estrés son las principales

desventajas de la fitorremediacion, como se enlistan a continuacion:

e Acumulacibn de metales potencialmente téxicos en fruto y otras partes
comestibles de cultivos y hortalizas (Zhou et al., 2016).

e Tasas de bioacumulaciéon bajas: proceso de fitoextraccion prolongado, por lo que
varios siembra y cosecha requeridas para la descontaminacion (Suman et al.,
2018).

e La acumulacién Unica selectiva especifica de un elemento metalico en

hiperacumulador (Sinha et al., 2021).



e Contaminacion ambiental causada por los quelatos generados por
fitorremediacion (Melo et al., 2008).

e Meétodo de tratamiento muy lento y estacionalmente eficaz (Asante-Badu et al.,
2020; Doty, 2008).

e Manejo y disposicion de plantas contaminadas a traves de la fitorremediacion es
la principal huella de esta tecnologia verde (Farraji et al., 2020).

e Movilizacion de radionucleidos a través de la translocacion en plantas (Leslie et
al., 1999).

e No aplicable para todos los compuestos contaminantes, no se ha observado

utilidad con compuestos organicos (Bashir et al., 2022).
3.2.4. Rizofiltracion

La rizofiltracion es la adsorcion y/o absorcion en las raices de las plantas de
contaminantes que estan en solucién alrededor de la zona radicular (Srivastava et al.,
2021). La técnica se utiliza para la remediacion de aguas residuales, lixiviados de minas
y aguas subterrdneas con concentraciones de metales que pueden dafar la salud
humana, por medio de plantas acuaticas o terrestres, algunos elementos en los que se
ha comprobado su extraccion mediante rizofiltracion son el Pb, Cd, Cu, Ni, Zn y Cr
(Surriya et al., 2015). En el cuadro 1, se pueden observar algunos ejemplos de plantas

gue pueden extraer del agua mediante rizofiltracion metales potencialmente toxicos.
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Cuadro 1. Plantas con capacidad de extraer mediante rizofiltracion metales potencialmente

toxicos.
Nombre cientifico Fuente de agua Elemento Referencia
extraido
Helianthus annuus L.  Subterrdnea Uranio (Lee y Yang, 2010)
Lactuca sativa Cond. Uranio (Han et al., 2020)

hidroponicas

Typha angustifolia Cond. Cadmio (Woraharn et al.,
hidroponicas 2021)

I[pomoea aquatica Residual Plomoycromo (Suherman et al.,

2021)

Brassica juncea Cond. Uranio (Eapen et al., 2003)
hidroponicas

Cucurbita pepo Cond. Cadmioy (Simon et al., 2008)
hidroponicas Niquel

La rizofiltracion es similar a la fitoextraccién, pero se ocupa principalmente de la

remediacion de las aguas contaminadas (figura 4), esto implica el uso de las raices de

las plantas para absorber, concentrar y precipitar los contaminantes del agua y las

corrientes de desechos acuosos, las raices de las plantas actian como un filtro para la

adsorcion de contaminantes (Kaur et al., 2020).

Figura 4. Representacion esquemadtica de las estrategias de fitorremediacion por rizofiltracién
(Favas et al., 2016).

11



3.25. Fitoextraccion

La fitoextraccion es una tecnologia emergente para la remediacion de suelos
contaminados con metales pesados que utiliza las plantas para transferir los metales del
suelo a la parte aérea, que luego puede ser eliminada de la zona contaminada
(Nascimento y Xing, 2006). La acumulacion de metales potencialmente toxicos por parte
de las plantas ornamentales procedentes de suelos agricolas contaminados es una
técnica unica que puede ademas reducir eficazmente la carga de metales en la cadena
alimentaria (Awad et al., 2021), por otra parte, algunos cultivos agricolas pueden ser
utilizados, sin embargo, deben ser manejados de manera adecuada, evitando que los
metales potencialmente toéxicos se incorporen a la cadena trofica. En la figura 5, se puede
observar un esquema simplificado del proceso de extraccién, traslocacion y acumulacion

de métales potencialmente téxicos en el tejido vegetal (tallo, hojas y frutos).

Almacenamiento . y | Vi
en hojas. N & s &

Admision de metales

Contaminacion de
metales pesados

Figura 5. Fitoextraccién de metales potencialmente téxicos (Anoopkumar et al., 2020).
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La fitoextraccion es una tecnologia muy prometedora para la eliminacion de
contaminantes metalicos del medio ambiente, donde las partes cosechables, ricas en
metales potencialmente toxicos, pueden ser procesadas de manera facil y segura
mediante secado, incineracion o compostaje, algunos metales extraidos también se
pueden recuperar de las cenizas, lo que genera ingresos por reciclaje, cuando estos
elementos son de alto valor comercial (Garbisu y Alkorta, 2001). Investigaciones actuales
han comprobado la eficiencia de diferentes especies vegetales en la acumulacion en sus
tejidos de elementos quimicos especificos como se puede observar en el cuadro 2, un
argumento para tomar en cuenta al momento en que se disefia un proyecto de

fitorremediacion por fitoextraccion.

Cuadro 2. Plantas con capacidad de extraer mediante fitoextracion metales potencialmente

toxicos.
Nombre cientifico Elemento Referencia
acumulado
Panicum maximum Niquel y plomo (Coulibaly et al., 2020)
Sedum alfredii Plomo (Ning et al., 2019)
Arabidopsis thaliana Plomo (Meza et al., 2022)
Brassica juncea L. Cadmio (Wang et al., 2022)
Abelmoschus esculentus L. Plomo (Akpan et al., 2022),
Fe, Mn, Cu, Zn (Khalifeh y Aldal’in, 2015)
Crotalaria juncea Plomo (Silva et al., 2021)
Cynodon dactylon L. Cadmio (Song et al., 2022)
Zea mays L. Cromo (Ali et al., 2018)
Lycopersicon esculentum Mill Hierro, cadmio, (Andal, 2019)
niquel
3.2.6. Fitovolatilizacion

La fitovolatilizacion es una estrategia de fitorremediacion que utiliza plantas para
absorber los contaminantes del suelo, convertir estos elementos toxicos en una forma
volatil menos téxica y, posteriormente, liberarlos a la atmdsfera mediante el proceso de
transpiracion de las plantas a través de las hojas o el follaje (Yan et al., 2020c). Este

proceso es impulsado por la evapotranspiracion de las plantas, por lo tanto, una alta tasa
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de evapotranspiracion son las mas utiles para la fitovolatilizacion, cultivos de cobertura

total son los mas estudiados por esta misma razon.
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Figura 6. Varios procesos en el método de fitovolatilizacion (Chandra y Kumar, 2018).

La fitovolatilizacion es util para remover contaminantes organicos, especialmente los
compuestos organicos volatiles (COV), los cuales son volatilizados pasivamente por las
plantas y los metales potencialmente toxicos, un ejemplo es el Selenio, el cual pueden
ser volatilizados por las plantas mediante su conversion en dimetilselenuro (Assuncgéo et
al., 2001). En el cuadro 3, se puedo apreciar los contaminantes (organicos e inorganicos)
y las especies vegetales eficientes para su volatilizacion, que sean investigados

recientemente.
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Cuadro 3. Plantas con capacidad de eliminar mediante fitovolatilizacibn metales potencialmente

téxicos.
Nombre cientifico Elemento Referencia
volatilizado
Pinus sp. Gasolina (Arnold et al., 2007)
Brassica juncea Mercurio (Moreno et al., 2008)
Nicotiana tabacum Mercurio (Ashraf et al., 2010)
Arundo donax Arsénico (Guarino et al., 2020)
Oryza sativa 2,4-dibromofenol (zhang et al., 2020)
3.2.7. Fitoestabilizacion

Cuando la fitoextraccion no es posible o deseable, la fitoestabilizacién es la opcién
adecuada. La fitoestabilizacion se define como el uso de especies de plantas tolerantes
a los metales potencialmente téxicos para inmovilizarlos bajo tierra y disminuir su
biodisponibilidad, evitando asi su migracion al ecosistema y reduciendo la probabilidad

de que los metales entren en la cadena alimentaria (Marques et al., 2009).

La absorcidn de metales
por los brotes no es
deseable

Precipitacion de
metales por

Absorcion demetales
por la raices

Bacteria
Figura 7. Esquema que muestra los mecanismos de fitoestabilizacién, incluida la precipitacion de

metales por superficies bacterianas y radiculares, la precipitacion de metales por
exudados bacterianos y radiculares, la absorcion y secuestro bacteriano de metales y

la absorcion radicular de metales (Mendez y Maier, 2008).
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Como se puede observar en la figura 7, la fitoestabilizacion puede ocurrir a través de la
precipitacion de metales pesados o la reduccion de la valencia del metal en la rizosfera,
la absorcién y el secuestro dentro de los tejidos de la raiz, o la adsorcién en las paredes
de las células de la raiz, algunos de estos procesos suceden con la asociacion de
bacterias (Gerhardt et al., 2017).

La fitoestabilizacion, también conocida como fitorrestauracion, es una técnica de
remediacion a base de plantas que tiene como objetivo reducir el riesgo de
contaminantes metalicos al estabilizarlos mediante la formacion de una cubierta vegetal.
Dicha cubierta vegetal debe formar un denso y uniforme volumen radical para garantizar
un proceso eficiente de secuestro (unién y sorcion) inmovilizan los metales para que para
gue no estén disponibles para el ganado, la vida silvestre y la exposicibn humana, en el

cuadro siguiente se puede observar la efectividad de esta técnica con diferentes metales.

Cuadro 4. Plantas con capacidad de eliminar mediante fitoestabilizacién metales potencialmente

toxicos.
Nombre cientifico Elemento Referencia
estabilizado
Boehmeria nivea L. Cadmio y plomo (Lan et al., 2020)
Miscanthus giganteus Cadmioy (Zgorelec et al., 2020)
mercurio
Festuca rubra L. Cromo (Radziemska et al., 2020)
Brachiaria decumbens Cobre (Andreazza et al., 2013)
Zea mays L. Zinc y cadmio (Sigua et al., 2019)

3.3. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
3.3.1. Definicion

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR por sus siglas en inglés (Plant
growth-promoting Rhizobacteria), son aquellas bacterias que pueden mejorar el
crecimiento de las plantas y protegerlas de enfermedades y estrés abibtico a través de

una amplia variedad de mecanismos (Souza et al., 2015).
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Kloepper y Schroth (1978), acufié por primera vez el termino rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal, haciendo referencia al conjunto de bacterias (rizosféricas y
endofitas), que pueden generar un efecto benéfico al desarrollo de las plantas. El termino
rizobacterias, por su parte, hace referencia a las bacterias que estan presenten en la
rizosfera de las plantas, estas pueden tener un efecto neutral, perjudicial o beneficioso
sobre el crecimiento de las plantas. Actualmente se conoce que alrededor del 2 al 5 %
de las rizobacterias ejercen un efecto beneficioso sobre el crecimiento de las plantas
(Antoun y Prévost, 2005), conforma el grupo de las PGPR.

Las especies bacterianas identificadas como PGPR aumentaron como resultado de los
numerosos estudios a especies silvestres y cultivos de importancia agricola e industrial
y, debido el progreso en la compresion de los diferentes mecanismos de accion de PGPR
de taxones bacterianos diversos (Lucy et al., 2004), a continuacion, se presenta una

clasificacion de los géneros y especies PGPR que ilustran su diversidad.
3.3.2. Rizobios

Rhizobia y bradyrhizobia son bien conocidos como microbios simbidticos de las
leguminosas, que forman ndodulos fijadores de N2. Los rizobios pueden producir
fitohormonas, las cuales son importantes reguladores del crecimiento sintetizados en
organos definidos de la planta que tienen un impacto destacado en el metabolismo de la
planta y desempefian un papel importante en la mitigacion del estrés abiotico
(Egamberdieva et al.,, 2017), sideréforos, son compuestos organicos con masas
moleculares bajas que son producidos por microorganismos y plantas que crecen en
condiciones de bajo contenido de hierro (Ahmed y Holmstrom, 2014) y cianuro de
hidrogeno (HCN), pueden solubilizar fosfatos organicos e inorganicos escasamente
solubles y pueden colonizar las raices de muchas plantas no leguminosas. A

continuacion, se presentan, avances en el area de investigacion de rizobios.
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Cuadro 5. Efectos benéficos de rizobios en diferentes especies vegetales.

Nombre cientifico Efecto Referencia
Vicia fabae L. Fijacion de nitrégeno (Gedamu et al., 2021)
Glycine max L. Fijacion de nitrégeno (Herliana et al., 2019)
Vicia villosa Fijacién de nitrégeno (Roper et al., 2020)
Phaseolus vulgaris L. Produccion de metabolitos  (Pérez-Peralta et al., 2019)

secundarios

3.3.3. Bacilos

Los bacilos son un tipo de especie importante de rizobacterias que pueden formar
esporas que pueden sobrevivir en el suelo durante un largo periodo de tiempo en
condiciones ambientales adversas. Los bacilos mejoran el crecimiento de las plantas a
través de la induccion de resistencia sistémica, antibiosis y omisiéon competitiva. Por lo
tanto, la aplicacibn de microbios puede usarse para inducir resistencia sistémica en
plantas contra agentes bi6ticos y mejorar la tolerancia al estrés ambiental (Hashem et
al., 2019). Se ha investigado ampliamente el efecto positivo de estas bacterias sobre el
desarrollo vegetal (cuadro 6), actualmente sigue siendo un area de investigacion que
sigue prosperando con la implementacion de nuevas tecnologias, principalmente en el

mapeo genéticos.

Cuadro 6. Efectos benéficos de bacilos en diferentes especies vegetales.

Nombre cientifico Efecto Referencia

Fragaria annanasa  Mejora el crecimiento, el (Rahman et al., 2018)
rendimiento y el contenido de
antioxidantes en fruto.

Hibiscus sabdariffa ~ Aumento del porcentaje de (Santiago-Santiago et al.,
L. germinacion, longitud de la raiz  2020)
y altura de la planta.
Musa paradisiaca Suprime la enfermedad del (Kesaulya et al., 2018)
marchitamiento.
Arabidopsis thaliana Promueve el crecimiento (Asari et al., 2017)
vegetal.
Distichlis palmeri biofertilizantes donde la (Ruiz-Alvarado et al., 2018)
produccion de biomasa y
semilla.
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3.3.4. Pseudomonas

Las Pseudomonas asociadas a plantas viven como saprofitos y parasitos en las
superficies de las plantas y en el interior de los tejidos de las plantas, muchas de estas
bacterias promueven el crecimiento (Preston, 2004). La asociacién de Pseudomonas con
plantas de cultivo obtiene varios mecanismos secretores y de retroalimentacion basados
en electrones para regular el crecimiento de las plantas y las actividades de control de
fitopatdogenos a través de la secrecion de varias fitohormonas (auxinas, giberelinas, acido
indol-3-acético), metabolitos secundarios (flavonoides) y enzimas (aminociclopropano-1-
carboxilato, fenilalanina amoniaco-liasa), las aplicaciones ecoldogicamente de
Pseudomonas en biocontrol y bioaumentacion son cruciales para mantener la seguridad
alimentaria (Sah et al., 2021).

Los beneficios relevantes de las Pseudomonas incluyen la produccién de sideréforos, la
solubilizacion de fosfatos, la fijacion de nitrogeno, las fenazinas, los antibidticos y la
resistencia sistémica inducida por varias especies de Pseudomonas como Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida y Pseudomonas syringae (Garrido-Sanz et al., 2017).
Los beneficios se han comprobado en nimeros estudios como se puede observar en el
cuadro 7, las especies de plantas asociadas con Pseudomonas y los beneficios son
variados, y utiles para mejorar el rendimiento y la calidad de cosecha de cultivos
agricolas, asi como, en técnicas de fitorremediacion, al aumentar la tolerancia de las

plantas utilizadas a condiciones de estrés abioético.
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Cuadro 7. Efectos benéficos de Pseudomonas en diferentes especies vegetales.

Nombre cientifico Efecto Referencia
Cannabis sativa L. Aumentar el rendimiento (Balthazar et al., 2022)
de biomasa.
Arabidopsis thaliana Inhibir el alargamiento de  (Zamioudis et al., 2013)

la raiz primaria 'y
promoviendo la formacion
de pelo radicular y de la

raiz lateral.

Zea mays Promover el crecimientoy  (Vacheron et al., 2018)
desarrollo.

Solanum lycopersicum Mejora las respuestas al (Mekureyaw et al., 2022)

estrés por sequia.

Abelmoschus esculentus Aumento del rendimiento.  (Gardezi, 2019)

Oryza sativa Aumentar la tolerancia al (Thongnok et al., 2022)
estrés por Arsénico (As).

3.4. Fitorremediacion asistida por bioaumentacion

La bioaumentacion se define como la adicibn de microorganismos cultivados para
mejorar la comunidad microbiana, siendo una opcion para remediar areas contaminadas
(Kurniawan et al., 2022). La fitorremediacion asistida por bioaumentacion se basa en el
uso de plantas, microorganismos eficientes y rizobacterias promotoras del crecimiento
de las plantas (PGPR) para optimizar el efecto sinérgico de ambos y mejorar la
biodisponibilidad de metales en el suelo y la absorcion de metales por plantas y la
biomasa (Boechat et al., 2020).

El procedimiento que se utiliza en una fitorremediacion asistida por bioaumentacion, es
la inoculacion. Esta puede definirse como el proceso de agregar bacterias efectivas a la
semilla de la planta huésped antes de la siembra, esto se realiza con el propésito de
asegurarse de que haya suficiente bacteria del tipo correcto presente en el suelo para

gue se establezca una simbiosis planta-bacteria exitosa (Heydarian et al., 2016).

Resultados favorables se han reportado tanto en indculos con una sola cepa bacteriana
(cuadro 8), como en inoculos multicepa (cuadro 9) al mejorar los procesos de
fitorremediacion de suelos contaminados con metales potencialmente toxicos. Los

efectos benéficos se han presentado tanto en las etapas tempranas del desarrollo
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vegetal, al aumentar la tolerancia a la intoxicacion por metales pesados, como al

promover la fitoextraccién y aumentar la acumulacion de elementos metalicos en el tejido

vegetal (fitoacumulacion).

Cuadro 8. Efectos benéficos de fitorremediacion asistida por bioaumentacion mediante cepas

individuales.
Planta Cepa Efecto Referencia
Salix integra Bacillus sp. Aumento en el (Niu et al., 2021)
coeficiente de
transferencia de Pb
Zea Mays L. Priformospora Aumenta el (Asilian et al., 2018)
indica potencial de

Pistia stratiotes

Canna indica L.

Medicago sativa

Helianthus annuus
L.

Bacillus cereus
Funnelliformis

mosseae

Piriformospora
indica

Pseudomonas sp.

fitoextraccion de
Pb.

Mejora la eficiencia
en la eliminacion
de Pb.

Alivia la inhibicién
fisiologica de la
atrazina en el
crecimiento de las
plantas y promover
la fotosintesis.
Promueve
efectivamente la
acumulacion de
cadmio.

Mejoré la
absorcion de Crf*,

(Zahari et al., 2021)

(Dong et al., 2016)

(Li et al., 2020)

(Gupta et al., 2018)
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Cuadro 9. Efectos benéficos de fitorremediacién asistida por bioaumentacibn mediante

multicepa.

Planta Multicepa Efecto Referencia
Triticum Enterobacter cloacae, Promover el desarrollo  (Zafar-ul-Hye
aestivum Serratia ficaria y y el rendimiento. et al., 2020)

Burkholderia phytofirmans
Brassica Pseudomonas Aumenta la extraccion  (Dgbrowska
napus L. fluorescens y Variovorax sp. Yy estabilizacion de Cdy et al., 2017)
Zn.
brassica pseudomonas aeruginosa,  Proteger las plantas (Ndeddy Aka
juncea alcaligenes feacalis y contra los efectos y Babalola,
bacillus subtilis toxicos de los metales  2016)
pesados (Cd, Cry Ni),
y aumenta el
crecimiento y la
acumulacion de
metales en las plantas.
Medicago Pseudomonas Mejora el crecimiento (Kong et al.,
lupulina brassicacearumy de las plantas, la 2017)
Sinorhizobium meliloti nutricion de nitrégeno y

la extraccion de Cu.

3.5. Elementos potencialmente téxicos
3.5.1. Definicion

Los elementos potencialmente téxicos son dafinos para los humanos y otros organismos
incluso en bajas concentraciones, entre ellos se incluyen el cobre (Cu), cromo (Cr),
cobalto (Co), cadmio (Cd), niquel (Ni), hierro (Fe), zinc (Zn), plomo (Pb), molibdeno (Mo)
y manganeso (Mn) (Rehman et al., 2020). Algunos de estos elementos son nutrientes
esenciales que se requieren para diversas funciones bioquimicas y fisiologicas, sin
embargo, el suministro inadecuado de estos micronutrientes da como resultado una
variedad de enfermedades o sindromes por deficiencia en los seres humanos y en otras
especies (Tchounwou et al., 2012). En seguida se trata cada uno de los elementos
anteriormente mencionados Yy las circunstancias en las que se presenta la toxicidad en

los seres humanos.

22



3.5.2. Cobre (Cu)

Cu (numero atémico 29, peso molecular medio 63.55) es un micronutriente esencial y
ubicado en el grupo Xl, periodo IV de la tabla periédica. Su configuracion explica la
reactividad del Cu y su utilidad enzimatica a través de la oxidacion y reduccién labil entre
Cu(l) y Cu(ll) en condiciones fisiolégicas. Los iones de Cu no unidos o "libres"
generalmente no se encuentran en las células en ninguno de los estados de valencia. El
Cu es esencial para muchos procesos fisiologicos, incluida la homeostasis del hierro, la
angiogeénesis, la biosintesis de neurotransmisores, la funcion inmunitaria (incluida la
activacion de los neutrofilos y la funcidn de los macréfagos) y el metabolismo energético
(Barber et al., 2021).

El ser humano es capaz de metabolizar ingestas relativamente altas de Cu, sin embargo,
la toxicidad del Cu puede ser ocasionada por la exposicién en exceso, causado por
accidentes, riesgos laborales, contaminacién ambiental, asi como insuficiencia de las
glandulas suprarrenales, errores congénitos del metabolismo del Cu y otros factores. El
nivel maximo de ingesta tolerable por el ser humano en el rango de 19 a 70 afios es de
10 mg al dia(Gaetke et al., 2014).

3.5.3. Cromo (Cr)

El cromo ha sido reconocido durante mucho tiempo como un metal téxico, mutagénico y
cancerigeno, dafiino para microorganismos, plantas, animales y humanos. El cromo es
uno de los principales contaminantes ambientales inorganicos, que se agrega al medio
ambiente a través de diversas actividades naturales y antropogénicas y existe
principalmente en dos formas: Cr (Ill) y Cr (VI) (Mishra'y Bharagava, 2016). Es el segundo
contaminante metalico mas comun en las aguas subterraneas, el suelo y los sedimentos,
el cromo presenta una grave amenaza ambiental para el uso industrial generalizado. Cr
(1 y Cr (V1) son los mas estables de los diferentes estados de oxidacion (Chen et al.,
2022). El cromo en forma de Cr (VI) es mas toxico para los animales y los humanos que

el Cr (Ill) porque es mas soluble, mévil y venenoso (Wang et al., 2021).

23



3.5.4. Cobalto (Co)

El Cobalto es un elemento beneficioso para las plantas leguminosas para el crecimiento,
metabolismo y desarrollo de nédulos de raiz, su importancia para el resto de las especies

de plantas es todavia equivoca (Tsyganov et al., 2020).

El cobalto desempefia un papel importante en las actividades de varias enzimas y
coenzimas como la vitamina cianocobalamina (Bi2) en el ser humano (Adolfo et al.,
2016). Los efectos sistémicos en la salud por intoxicacion por Cobalto se caracterizan
por un sindrome clinico complejo, que incluye principalmente trastornos neurolégicos
(deterioro auditivos y visuales), déficits cardiovasculares y endocrinos (Leyssens et al.,
2017) . El consumo aproximado de Co por los seres humanos a partir de los alimentos

es de 5 a 40 pg/dia (Tvermoes et al., 2014).
3.5.5. Cadmio (Cd)

El cadmio (Cd) es un metal de transicion no esencial toxico que representa un riesgo
para la salud tanto de humanos como de animales, se encuentra de forma natural en el
medio ambiente como un contaminante derivado de fuentes agricolas e industriales,
generalmente como un cation divalente, complejado con otros elementos. La exposicion
al cadmio se produce principalmente a través de la ingestion de alimentos y agua
contaminados y, en gran medida, a través de la inhalacién y el tabaquismo (Genchi et
al., 2020).

El cadmio ocupa el séptimo lugar entre las 20 principales toxinas y entra en las tierras de
cultivo a través de diversos procesos industriales y practicas agricolas (White y Brown,
2010). La toxicidad del cadmio en el ser humano se ha demostrado en varios 6rganos,
induce lesiones tisulares mediante la creacion de estrés oxidativo, cambios epigenéticos
en la expresion del ADN, inhibicién o aumento de las vias de transporte particularmente
en el segmento proximal del tubulo renal (Bernhoft, 2013). La ingesta diaria tolerable
establecida por la OMS es de 60 y 70 ug diariamente respectivamente, para mujeres y
hombres adultos (Dutta et al., 2021).
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3.5.6. Niquel (Ni)

El niquel es un metal de transicion duro, ductil, de color blanco plateado; es el elemento
28 en la tabla periodica. Puede existir en varios estados oxidativos (de -1 a +4); sin
embargo, el estado de oxidaciéon +2 (Ni *2) es el mas extendido en el medio ambiente y
los sistemas biologicos (Das et al., 2019). El niquel tiene efectos antagdnicos en
animales y humanos, posee propiedades cancerigenas y puede causar reacciones de

sensibilizacion en humanos (Begum et al., 2022).

Aunque la exposicion al niquel provoca reacciones alérgicas, afecciones respiratorias y
cancer en humanos y roedores, las ramificaciones del exceso de niquel en el medio
ambiente para la salud animal y humana siguen sin describirse en gran medida (Rudel
et al.,, 2013). Se necesitan dosis iguales o mayores de 250 ug de niquel al dia para
producir signos de toxicidad ratas, ratones, pollos, conejos y monos, al retrasar el

crecimiento (Nielsen, 2021).
3.5.7. Hierro (Fe)

El hierro es un micronutriente esencial que es problematico para los sistemas biolégicos
ya que es téxico, al generar radicales libres al interconvertirse entre formas ferrosas
(Fe*?) y férricas (Fe*®), ademas es un atomo muy abundante que representa
aproximadamente el 5 % de la corteza terrestre, debido en parte a su capacidad de existir
en una amplia gama de estados de oxidacion (Eid et al., 2017). El hierro es necesario
para los procesos esenciales para la vida, pero la sobrecarga de hierro libre provoca
consecuencias a la salud humana peligrosas (Kozlova et al., 2022). La ingesta dietética
mediana de hierro es de aproximadamente 16 a 18 mg/dia para hombres y 12 mg/dia
para mujeres. El nivel maximo de ingesta tolerable para adultos es de 45 mg/dia de
hierro, un nivel basado en el malestar gastrointestinal como efecto adverso (Institute of
Medicine, 2001a).

3.5.8. Zinc (Zn)

El zinc es un metal de transicion generalmente presente en la naturaleza en su estado

divalente. Se considera un mineral esencial ya que es necesario para la produccion de
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cientos de enzimas en todo el cuerpo, sin embargo, los niveles elevados de zinc pueden
volverse toxicos (Agnew y Slesinger, 2022). El zinc es un cofactor esencial en una
variedad de procesos celulares que incluyen la sintesis de ADN, las respuestas
conductuales, la reproduccién, la formacion 6sea, el crecimiento y la cicatrizacién de

heridas (Barceloux y Barceloux, 1999).

El zinc es un oligoelemento esencial, tiene una toxicidad bastante baja, y un impacto
severo en la salud humana por intoxicacion con zinc es un evento relativamente raro. Sin
embargo, a nivel celular, el zinc afecta la supervivencia y puede ser un regulador crucial
de la apoptosis, asi como de la muerte neuronal después de una lesion cerebral (Plum
et al., 2010).

3.5.9. Plomo (Pb)

El plomo es el elemento pesado toéxico mas importante en el medio ambiente, a nivel
mundial, es una sustancia quimica ambiental importante, pero peligrosa,
abundantemente distribuida, debido a su naturaleza no biodegradable y uso continuo, su
concentracion se acumula en el medio ambiente con peligros crecientes (Wani et al.,
2015). El plomo se acumula en el cuerpo humano a través de la absorcion, la
biodisponibilidad, la bioconcentracion y la biomagnificacion que altera los sistemas
neurolégico, esquelético, reproductivo, hematopoyético, renal y cardiovascular (Collin et
al., 2022). La ingesta diaria tolerable de plomo es de 3.6 ug al dia por kilogramo de peso

corporal (Chamannejadian et al., 2013).
3.5.10. Molibdeno (Mo)

El molibdeno es un oligoelemento esencial tanto para animales como para plantas. En
los mamiferos, el molibdeno es un componente de ciertas metaloavoproteinas, incluidas
la xantina oxidasa, el sulfito oxidasa y el aldehido oxidasa. En las plantas, es necesario
para la fijacion del nitrégeno atmosférico por parte de las bacterias al inicio de la sintesis
de proteinas (Vyskocil y Viau, 1999). El nivel maximo de ingesta tolerable es de 2 mg al
dia, un nivel basado en la reproduccion y el crecimiento deficientes en los animales
(Institute of Medicine, 2001b). ElI molibdeno puede ser muy téxico para ciertos animales,

especialmente para el ganado vacuno y ovino, debido a que el alto consumo de
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molibdeno induce una deficiencia secundaria de cobre en estos animales. Sin embargo,
el potencial de toxicidad del molibdeno en humanos es bajo, la ingesta superior a la
tolerable se ha asociado con dolor en las articulaciones, sintomas parecidos a la gota,

hiperuricosuria (Novotny y Peterson, 2018).
3.5.11. Manganeso (Mn)

El oligoelemento manganeso es esencial para el desarrollo normal y la funcién corporal
a lo largo de la vida de todos los mamiferos, este se une y/o regula muchas enzimas en
todo el cuerpo, ademas es un cofactor necesario para la arginasa, que es responsable
de la produccién de urea en el higado, el superéxido dismutasa, que es fundamental para
prevenir el estrés oxidativo celular, y el piruvato carboxilasa, una enzima esencial en la
gluconeogénesis (Crossgrove y Zheng, 2004). Se establecié un nivel maximo de ingesta
tolerable 11 mg/dia para adultos con base en un nivel sin efectos adversos observados

para las dietas occidentales (Institute of Medicine, 2001).
3.6. Cultivo de Okra
3.6.1. Descripcidon general y fitorremediacion

El origen de la Okra no esta claro, pero se cree que procede de Africa. Hay evidencia de
gue se cultivo en Egipto. antes del 2000 a. C., otras fuentes indican que el area de origen

de la Okra es Etiopia o Sudan (Fabianova et al., 2022).

Okra (Abelmoschus esculentus), se conoce también como dedos de dama, bhindi, bamia
0 gumbo, es una planta con flores valorada por sus vainas de semillas verdes
comestibles (Featherstone, 2016). La Okra es un cultivo tropical, miembro de la familia
Malvaceae, y es un cultivo vegetal que crece en partes tropicales y subtropicales del
mundo (Gardezi et al., 2019; Shivaramegowda et al., 2016). La Okra es un cultivo vegetal
tolerante al calor con alto rendimiento econémico e importancia nutricional en Asia, Africa
y América (Schafleitner et al., 2021). A nivel mundial, India ocupa el primer lugar en
produccion de Okra con una superficie de 509 mil hectareas con un crecimiento anual de
seis millones de toneladas y una productividad de 12 toneladas por hectarea (Moulana
et al., 2020).
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Segun Elzebroek y Wind (2008) la clasificacion del cultivo de Okra es la siguiente:

Dominio: Eucariota

Reino: Plantae

Filo: Espermatofita

Subfilo: Angiospermas

Clase: Dicotiledoneas

Orden: Malvales

Familia: Malvaceas

Género: Abelmoschus

Especie: Abelmoschus esculentus

El cultivo de Okra ha sido estudiado como una alternativa en procesos de
biorremediacién por su capacidad de hiperacumular metales potencialmente téxicos
como el cadmio (Mousavi et al., 2021), mercurio (Mohammadi et al., 2021), plomo (Khalig

et al., 2022), entre otros.

Un ejemplo de este tipo de estudios es el efectuado por Aziz et al., (2022), donde se
realizo la aplicacion de hongos enddfitos presentes en el sistema radicular en chiles
tolerantes al estrés por cadmio y cromo, con la finalidad de transferir sus calidades y
apoyar a plantas de Okra expuestas al mismo estrés. Sus resultados mostraron que la
inoculacién mejord la clorofila total, longitud de brote, longitud de raiz, peso fresco, peso
seco, azucares, proteinas, prolina, flavonoides, fenoles, AlA, catalasa y oxidasa de acido
ascorbico de las plantas de Okra asociadas. De lo cual, se extrae que es una opcién
factible transferir organismos benéficos de una especie vegetal a otra, si bien, esto no
garantiza el éxito de la promocién del desarrollo vegetal, ayuda en acotar los organismos
gue pueden ser factibles para aumentar tolerancia a factor abiéticos, como es el caso de
los metales potencialmente toxicos. También se han reportado estudios donde
demuestran que la Okra cultivada en suelos contaminados con petroleo crudo cuando se
inocula con Giagaspora gigantea (Hongo Micorrizico Arbuscular) puede superar el estrés

fisiol6gico causado por la contaminacion (Ifeanyi y Asimiea, 2018).
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Ademas, se ha estudiado el cultivo de Okra, en procesos de fitorremediacion asistida por
bacterias, siendo un método exitoso para el tratamiento de aguas y suelos contaminadas
con metales de diferentes sitios. Los consorcios de rizobacterias que promueven el
crecimiento potencial, las bacterias degradantes y las bacterias enddfitas pueden
emplear el proceso de fitorremediacion de la reduccion de metales en los suelos
contaminados con aguas residuales. El uso exitoso de estos métodos integrados se
centra en la investigacion de los procesos de fitorremediacién potenciada por bacterias
y la caracterizacion de bacterias. En este sentido, se ha realizado investigacion,
utilizando la aplicacion combinada de inoculo con rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal y lodo prensado de cafia de azucar, y con ellos recuperando
significativamente el impacto negativo del cromo y el crecimiento de las plantas de Okra,
logrando niveles similares al tratamiento no contaminado sin inoculacion (Mushtaq et al.,
2021) .

A nivel mundial se estudia de manera rigurosa las multiples variables que pueden influir
en aumento del desarrollo vegetal, a partir de la inoculacion de semilla mediante
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal. En el caso del cultivo de Okra, Perveen
et al., (2022) han estudiado el efecto del tipo de sustrato (lodo de prensa de cafia de
azucar, carbén vegetal, biocarbén, turba y composta) y la inoculacion sobre el
crecimiento vegetal. Los resultados reportados mostraron que todos los tratamientos
aumentaron significativamente en crecimiento de Okra, contenido de nutrientes y
rendimiento de Okra junto con el aumento de la biomasa microbiana en el suelo, pero el

tratamiento que contenia consorcio bacteriano con turba provocé el maximo incremento.

De lo anterior, se establece que el desarrollo tecnolégico de las técnicas de
fitorremediacion e inoculacion de semillas siguen en desarrollo, y mas adn, en cultivos
como Okra, al no ser una hortaliza convencional. Las variables que se deben considerar
para lograr el éxito de la aplicacion de la técnica de inoculacion de semillas son
numerosas y mas aun cuando consideramos que su uso puede estar enfocado a
diferentes fines. Como cualquier otra tecnologia, su aplicacion conlleva un costo, por lo
tanto, el reducir los margenes de error, o bien, maximizar las probabilidades de éxito es

imperativo. Una forma de lograr esto, es realizar una investigacion con un amplio
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espectro, la tendencia actual es evaluar a la vez diferentes factores que se presuman
puedan apoyar las técnicas de inoculacién con organismos benéficos, seleccionando
especies y variedades Optimas segun los objetivos planteados, la utilizacion de
organismos genéticamente modificados, la aplicacion de mejoradores de suelo, la
utilizacion de multicepas cuya composicion bacteriana se complemente segun los

requerimientos establecidos, entre otros.
3.6.2. Requerimientos edafoclimaticos

Las plantas de cultivo crecen mejor donde las temperaturas medias minima y maxima
son 18 °Cy 35 °C, respectivamente. Las temperaturas altas durante el dia (42 °C) puede
causar la caida de las flores debido al aumento de la tasa de respiracion (Dhankhar et
al., 2012). El rendimiento de Okra es mayor en suelos de textura franco arcillosos, en
alturas de 0 a 1500 metros sobre el nivel del mar (Diaz et al., 2007; Guerrero, 2006). Se
reporta con éptimo crecimiento y floracidn, asi como altos rendimientos tanto en dias
largos (12.5 horas de luz) como cortos (5.2-5.7 h), lo cual se debe a que es una planta
facultativa, es decir, que se adapta a variaciones del ambiente (Katung, 2007).

Considerando una temperatura base de 6°C, el requerimiento térmico de la Okra es como
se describe a continuaciéon: 122 UC de siembra a emergencia; 1118 de siembra a inicio
de floracion, 1728 de siembra a final de floracion y 2439 UC de siembra a madurez
fisiologica. Al hacer cortes de fruta en una plantacion de Okra, el requerimiento térmico
siembra-fin de floraciéon se incrementa a 2500 UC, y el requerimiento siembra-madurez

fisiologica aumenta a 3150 UC (Escalante-Estrada et al., 2000).

Dado que el cultivo de Okra es una especie esencialmente tropical, desarrolla bien en
areas tropicales de baja altura, prosperando en suelos delgados, con un espesor mayor
a 50 cm, en terrenos planos con buen drenaje, no tolera suelos humedos, su rango de
pH es de 4.3 a 8.7, con un 6ptimo de 6.4, no tolera salinidad ni sodicidad (Guerrero,
2006). La evapotranspiracion de cultivo es de 258 mm de la siembra al final de la
floracién, y, de 365 mm de la siembra a la madurez fisiologica, siendo el 6ptimo de

precipitacion 1200 mm (Escalante-Estrada et al., 2000).
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3.6.3. Utilidad comercial y nutricional

Los frutos frescos (vainas) de Okra son exportados por paises de Africa y caribefios a
Europa y América donde hay demanda lista de los grupos étnicos residentes de zonas
tropicales y subtropicales en paises que incluyen indios, africanos occidentales,
paquistanies y surinameses, sin embargo, existen factores limitantes de la produccion
de Okra entre otros incluyen manejo de malezas, practicas de labranza, variedades de

bajo rendimiento y suelos pobres (lyagba, 2013).

En México la Okra es una hortaliza no tradicional de gran importancia 2019 Se
cosecharon 4,387.31 ha, con una produccién de 42,206.54 ton y un rendimiento
promedio de 9.62 t ha, a un precio rural promedio de $ 4,448.71 t, generando un
ingreso bruto de 187.7 millones de pesos a nivel nacional (SIAP, 2021). La produccién
se comercializa fresca, no mas de 36 horas después del corte, mediante contratos con

empresas del sur de Texas (Diaz et al., 2007).

Cuadro 10. Estadisticas de produccién de Okra por estado en 2019.

Superficie (ha) Valor d'e'
Entidad Prod. Rend. P.M.R. produccién
1 1 ;
Sembrada Cosechada Siniestrada ® (tha®)  ($t7) (miles de
pesos)

Guerrero 116.61 116.61 0.00 942.83 8.09 8902.99 8394.00
Morelos 406.90 406.90 0.00 4672.67 11.48 5134.03 23989.61
Nayarit 7.00 7.00 0.00 89.04 12.72 5450.00 485.27
Sinaloa 4.00 4.00 0.00 39.00 9.75 4220.38 164.59
Tamaulipas 3882.80 3882.80 0.00 36463.00 9.46 4243.51 154731.12
Total 4417.31 4417.31 0.00 42206.54 9.62 4448.71 187764.59

Fuente: SIAP, 2021

La Okra es rica en aceite, proteinas, carbohidratos, fibras, vitamina C, minerales y
antioxidantes. Ademas, el aceite de Okra es una fuente de biocombustible. Las hojas y
botones florales de la Okra se consumen como alimento y su mucilago tiene aplicaciones
medicinales e industriales (Akinyele y Temikotan, 2007; Anwar et al., 2010; Gardezi et
al., 2019; Gemede, 2015; Hasanuzzaman et al., 2009).
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Un informe reciente aclaré que las fracciones de flavonoides purificados de las flores de
la planta de Okra tenian un efecto antitumoral significativo en la malignidad colorrectal,
ejerciendo una fuerte potencia antioxidante con efectos antiproliferativos sustanciales en

el crecimiento tumoral (Deng et al., 2020).

Los investigadores han informado de los efectos antidiabéticos del extracto acuoso de
las semillas y las vainas de la planta de Okra. Provocar hipoglucemia en ratas; una
especie de inhibicion de la a-glucosidasa y la aamilasa, que actua degradando los
polisacaridos. Da como resultado la disponibilidad de glucosa (Lu et al., 2016; Sabitha et
al., 2012).
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Figura 8. Representacion de los efectos beneficiosos mediados por la Okra que se han
establecido cientificamente hasta la fecha (Elkhalifa et al., 2021).
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3.6.4. Labores culturales

3.6.4.1. Preparacion del terreno

La Okra prospera bien tanto en suelos livianos como en suelos pesados. No tolera los
suelos salinos (los efectos de la salinidad son detectables cuando superan 4 dS m, pero
son mas pronunciados a 8 dS m, y pueden ser parcialmente afectados por pH elevado.

Cuando el pH es inferior a 5.8 las vainas no se desarrollaran apropiadamente.

Arar y rastrillar de 2 a 3 veces alternativamente con un intervalo de una semana para
evitar el crecimiento de malas hierbas. Arar a una profundidad de entre 15 a 20 cm para
una mejor penetracion de las raices. Un suelo bien pulverizado promueve una buena
aireacion del suelo y mejora la formacion de raices. Establecer surcos después de la
Ultima rastra o hacer parcelas de 75 cm de ancho a una distancia de 100 cm entre hileras
(Brandenberger et al., 2018).

3.6.4.2. Siembra

La siembra se realiza en México con los genotipos Cajun Delight, Green Best, North y
South, Annie Oakley y Clemson Spineless (Diaz et al., 2007). La siembra se realiza de
manera directa, del 01 de febrero al 15 de abril, a una profundidad de aproximadamente
5 cm, remojando previamente la semilla con agua templada 24 horas antes de la siembra
para conseguir una germinacion mas rapida y uniforme, una distancia entre lineas de 90

a 100 cm y entre plantas de 20 a 30 cm (Diaz-Franco et al., 2003).

La densidad de siembra apropiada oscila entre 25.000 y 30.000 plantas por hectarea.
En relacidn con las densidades 6ptimas de siembra hay que tener en cuenta dos factores:
las poblaciones bajas favorecen el desarrollo de plantas muy ramificadas y dificiles de
manejar, y, por el contrario, densidades muy altas producen plantas con poca

ramificacion y cosecha mas concentrada.
3.6.4.3. Fertilizacion

Lo recomendable es realizar un analisis de suelo para obtener los requerimientos

precisos en cuanto a cantidades y tipos de fertilizantes para aplicar. De todas maneras,
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se pueden tener en cuenta algunas indicaciones generales. Se requiere la aplicacion de
50 a 60 kg/ha de N y 50 kg a ha de P en presiembra e igual cantidad de nitrégeno se
aplica en las dos primeras semanas de cosecha (INIFAP, 2004). La aplicacion de
fertilizantes foliares se justificaria solo cuando alguna deficiencia nutrimental haya sido
adecuadamente diagnosticada en el cultivo. Sin embargo, es conveniente a futuro
determinar la posible influencia de la fertilizacion foliar y reguladores del crecimiento

sobre la calidad del fruto de Okra.
3.6.4.4. Control de plagas y enfermedades

Se conocen aproximadamente 10 enfermedades infecciosas de la Okra, de todas ellas
la que ha tenido recientemente mayor impacto en la produccién es la virosis conocida
como virus del moteado amarillo de la Okra, transmitida por la mosca blanca (Lozano y
Artinian, 2018). Las tres plagas de mayor relevancia en las regiones productoras de
México son: moscas blancas, gusano rosado y los aridos. Se han reportado tres especies
de moscas blancas infestando Okra en México: Bemisia tabaci (Genn.), B.
argentifolii (Bellow y Perring) (sin. B. tabacibiotipo B) y Trialeurodes vaporariorum West
(Diaz et al., 2007).

En la region noreste de México se recomienda en presiembra si existe presencia de
maleza, aplicar Treflan (Tretox, Herban, etc.) a razén de 2.0 | ha* e incorporado al suelo,
por su parte, en contra el Pulgobn o borsegui, gusano del fruto y mosca blanca, se
recomienda aplicar mevinfos a razén de 500 gramos de ingrediente activo por hectarea
(INIFAP, 2004).

3.6.45. Cosecha

Las vainas de Okra deben ser recogidas (generalmente cortadas) cuando estan blandas
y no han madurado. Se inicia la cosecha de los 55 a los 70 dias después de la
emergencia, cuando la vaina alcanza una longitud de 5 a 11 cm, los cortes se realizan
cada dos dias, en el pico de la produccion es posible realizar cortes diariamente, (Kemble
y Musgrove, 2004). Durante la cosecha se debe tener cuidado con los pelos finos del
tallo, las hojas y la fruta. El uso de mangas largas y guantes de goma reducirda la irritacion

de la piel, se recomienda usar tijeras para cortar los tallos fibrosos.
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3.6.5. Rentabilidad econ6émica

La rentabilidad econémica es una medida del rendimiento de los activos en una empresa,
esto independiente a su financiamiento en un determinado periodo, siendo esta una
herramienta basica para juzgar la eficiencia empresarial (Caiza et al., 2019). Medir la
rentabilidad econdmica de un proyecto es necesario para evaluar la eficiencia en los
cambios de los proyectos. La rentabilidad econdmica medird dos parametros costos y
resultados y es una forma de determinar el valor del dinero para determinar cuanto se
gastara en una inversion y si se podra mantener o bien expandir un proyecto determinado
(Torre y Vallejos, 2021).

Cuadro 11. Clasificacion de la rentabilidad.

Clase Ecuacién Interpretacion
Rentabilidad bruta sobre Utilidad bruta Mide el palanqueo financiero a
ventas Ventas corto plazo.

Rentabilidad neta sobre  Util. Neta desp.de impu. Determina el margen de utilidad

ventas Ventas netas obtenido luego de deducir las
ventas de todos los costos y
gastos.

Rendimiento sobre el Util. Neta desp.de imp. Mas conocido como ROE miden

patrimonio Patrimonio neto el retorno del capital de
accionistas.

Rendimiento sobre el Utilidad neta ROA determina la oportunidad o

activo total activo total rentabilidad de las ventas como
resultado del empleo de los
activos.

Fuente: Caiz et al., 2019

Es una metodologia que evalla los costos y beneficios de un proyecto, esto con el
objetivo de determinar si el proyecto es optimo desde un punto de vista del bien social y
si es asi determinar en qué medida. En esta férmula los costos y beneficios deben ser
cuantificados en unidades monetarias, con el fin de calcular los beneficios netos del
proyecto para sociedad en conjunto, aqui se muestra quien gana y quien pierde y si es
asi por cuanto, como resultado de la ejecucion del proyecto (Ortega, 2012).
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Figura 9. Componentes de elementos monetarios y no monetarios (Robledo, 1991).
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Tanto la rentabilidad del tipo operativa (ROI) como la del tipo financiera (ROE) se
determinaran con base en la Utilidad Neta (UN) que se obtenga por la empresa, y que
sea afectada por el REME, existiendo otra forma de determinar la rentabilidad ROE,
calculandola en funcién de ROI, de la cantidad del endeudamiento (E) y del costo de la

deuda (p) precisando la gestion operativa y financiera del negocio (Contreras, 2006).
(Spitsin et al., 2020), mencionan algunos factores que afectan la rentabilidad.

e Internos propios de la empresa, estos incluyen sus activos, pasivos, asi como la

capacidad técnica.

e Ambientales, incluidas las condiciones de mercado, asi como las condiciones

meso, macro y mega econémicas.

La rentabilidad puede ser medida con métodos complejos y métodos simples. Los
métodos complejos utilizan los indicadores de Valor Actual (VA), Valor Actual neto (VAN),
Tasa Interna de Retorno (TIR) y el periodo de recuperacion de inversion (PRIN). Mientras
gue el método simple utiliza los estados financieros, pero no considerando el valor del
dinero en el tiempo (Cruz et al., 2016). Si bien la informacién financiera es la principal

fuente para tomar decisiones financieras, el administrador financiero es el encargado de
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analizar las medidas de inversion elegir la propuesta que contribuya efectivamente el

valor empresarial (Aguirre et al., 2020)

e VAN: Su objetivo es medir la generacion de rigueza cuando se realiza una
inversion mediante un proyecto, mide la generacion de riqueza o valor, mide el
valor de un proyecto. El VAN es un indicador de rentabilidad en el analisis de las
inversiones y su enfoque es econdmico, debe usar en evaluacion de proyectos
(Andia, 2011).

e TIR: Es unatasa que mide la rentabilidad de los saldos de dinero que permanecen
invertidos en el proyecto. Por eso recibe el nombre de tasa interna de retorno. esto
hace que sea una caracteristica propia de cada proyecto y, ademas,
independiente de la tasa de oportunidad del inversionista, pues considera
reinversion, pero en el mismo proyecto y a la misma tasa Al ser una tasa interna
generada implicitamente por los flujos de caja del proyecto, no depende de las
tasas de interés que se presenten en el mercado (Alvarez, 2017).

e PRIN: Es el célculo que indica el tiempo exacto que requiere una empresa para
recuperar su Inversion inicial en un proyecto. Se estima a partir de las entradas
de efectivo (Canales, 2015).

Cuando se considera un cultivo rentable

CONEVAL (2019) indica que a nivel nacional 42% de la poblacion se encuentra en
situacion de pobrezay 7.4% ubicados en pobreza extrema, siendo el sector rural el rubro
en que desde hace décadas se encuentre en mayor rezago y vulnerabilidad del pais.
Bazzani, (2008) indica que para considerar la rentabilidad de un cultivo se debe conocer
el proceso de produccion completo, todas las fases o etapas que lo componen. En el
campo agricola la produccion esta representada por el conjunto de labores que van
desde la siembra hasta la cosecha. Estas etapas son repetitivas en cualquier tipo de
cultivo siendo el éxito del proceso productivo la atencion que se otorga a cada una de

ellas y con ellas realizar el andlisis de costos de produccion.

Se recomiendan que para generar utilidad en el sector agricola en terrenos muy

fraccionados formar asociaciones de productores que permitan compartir objetivos de
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produccion, de tal forma que se incrementen los rendimientos y haya diversificacion de
cultivos, con el de fin que el volumen de excedentes pueda competir en los mercados
locales o regionales y generando ingresos econdémicos que incentiven a los productores
a continuar con la practica agricola como alternativa de trabajo y a invertir en capital que
potencialice su proceso de produccion. En la produccidon agricola se vislumbran los
costos de produccion como una herramienta inquietante para los agricultores, pues exige
planificar, controlar y tomar decisiones que mantengan o mejoren la rentabilidad de un

negocio agricola (Molina, 2017).

Costos Costos directos

econdmico-

Costos directos
+

+
Costos indirectos
*

Costos sociales

*
Costos < Costos ambientales
Reales =

Costos de
oportunidad

monetarios Costos indirectos

L J

Costo produccion terminada = Costo de produccion y  |gu g Ingresos por ventas
- ventas

—

Rentabilidad financiera l I
\ Benelicio
Econdmica Integral —

Figura 10. Flujo de costos y rentabilidad (Molina, 2017)

Romero y Navarrete, (2019), reportd que, en el 2017, Estados Unidos de América invirtio
aproximadamente 43.4 millones de délares en importaciones de Okra (fresca, refrigerada
y congelada) segun datos del departamento de agricultura. Mientras que Nicaragua
recibié apoyo técnico del Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura
(IICA) para desarrollar este producto no tradicional.

En México el cultivo de Okra, ha estado presente en el Norte de Tamaulipas que es una
region subtropical, actualmente se encuentra en Matamoros, Rio Bravo y Valle Hermoso,
el 85 % de las siembras son del sector ejidal y se utilizan hasta 20 ha, que son
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comercializadas en el sur de Texas. Su precio fluctta de $2.60 a $3.00 dolares
americanos por kilogramo de fruto fresco. En mercados donde se consume el producto
en fresco su precio puede llegar al doble, lo que indica que su rentabilidad es alta ya que
de cada peso se obtienen 35 centavos de délar presentando un rendimiento de 6 t ha'?
(Diaz et al., 2007).
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Cuadro 12: La Okra en la etnomedicina de varios paises.

Nombre del
Parte de sistema de L,
la planta Forma de uso medicina donde se Aplicacion
p
usa
Fruto Infusion del India Tratamiento de la disenteria y
mucilago del diarrea, en inflamaciones
fruto agudas e irritacion del
estdbmago, ardor urinario,
gonorrea. Infecciones catarrales
de los intestinos y riflones
Infusion del India Antipirético y sustituto de
mucilago del plasma
fruto
Decocciéon del India Cataplasma con accién
fruto inmaduro demulcente y emoliente
Raices Extracto de India Cataplasma demulcente y
raices emoliente.
Jugo de las Nepal Para tratar cortes, heridas y
raices furdnculos.
Infusion de Medicina tradicional  Usada para tratar diabetes,
raices de la costa atlantica  Ulceras, ictericia y como laxante
de Nicaraguay
Turquia
Infusion de India y Malasia Usada para tratar sifilis
raices
Semillas Semillas India Antiespasmadicas, refrescantes
y estimulantes
Infusion de India Tiene propiedades sudoriferas.
semillas
tostadas
Semillas India Tratamiento de la
espermatorrea
Semillas Medicina folklérica En el manejo del incremento de
turca la concentracion de glucosa en
sangre.
Semillas Latinoamérica Remedio para tumores
Infusiéon de Turquia Para la terapia de diabetes
semillas mellitus.
tostadas
Flores Decoccion de  India Usada para el tratamiento de

hojas y flores

bronquitis y neumonia.

Fuente: Lozano, 2018
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Los resultados sobre los costos de produccion del cultivo de Okra bajo riego, en el ciclo
agricola primavera verano, se expresan en el cuadro 13, segun cifras de los FIRA (2022)

y practicas culturales reportadas por el INIFAP (2004).

El cuadro 14 se construy6 con base en datos reportados del afio 2019 (SIAP, 2021),
referidos al cultivo de Okra, de los cuales se extrajeron estados productores, rendimiento
medio, precio medio rural, con lo cual se obtuvieron la utilidad bruta esperada y relacion

costos beneficio por estado.

Aun cuando lo costos reales pueden variar entre los estados productores de Okra, el
cuadro 15, establece un punto de referencia aceptable, con los que se puede aseverar
desde el punto de vista econémico que es una actividad productiva rentable. Sin
embargo, la utilidad bruta esperada cambia segun el estado donde se realice la actividad,
el estado de Guerrero al tener el mayor precio medio rural (P.M.R.), permite una relacién
costo beneficio de hasta 2.44, es decir una recuperacion de la inversion de 2.44 pesos

por cada peso invertido.
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Cuadro 13. Sistema de costos del cultivo de Okra con precios actualizados al afio 2022 en México.

Costos por hectarea

Actividad Descripcion Unidad Cantidad Rep. P.U. Subtotal Total
Preparacion  Barbecho ha 1 1 $1,000.00 $1,000.00 $4,750.00
del terreno Rastreo ha 1 2 $1,500.00 $3,000.00

Emparejamiento y ha 1 1 $750.00 $750.00
bordeo.
Semilla Clemson Ib 16 1 $225.07  $3,601.12 $8,101.12
Spineless 80
Siembra Mano de obra jor 15 1 $300.00  $4,500.00
riego Rodado por ha 1 5 $180.00 $900.00 $2,400.00
surcos (gravedad)
Jornal jor 1 5 $300.00 $1,500.00
Fertilizacion ~ Superfosfato de kg 50 1 $14.21 $710.50 $3,271.50
calcio simple
Urea kg 50 2 $13.61  $1,361.00
Aplicacion jor 2 2 $300.00  $1,200.00
Labores Tumba de bordo jor 4 1 $300.00  $1,200.00 $2,400.00
culturales Desyerbe jor 2 2 $300.00  $1,200.00
Control de Treflan I 2 1 $499.00 $998.00 $2,538.00
malezasy Dupont (100 g) pz 4 1 $160.00 $640.00
plagas Mano de obra jor 3 1 $300.00 $900.00
Cosecha Mano de obra jor 2 10 $300.00  $6,000.00 $6,000.00
TOTAL  $29,460.62
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Cuadro 14. Relacién de beneficios segun estado productor de Okra en México.

. Relaciéon
Estado (I?ir;(_jl') FE$Nt|1F§ ' Ing(;e)zso Costo ($) U“(lg)lad Costo
Beneficio
Guerrero 8.09  $8,902.99 $72,025.19 $29,460.62 $42,564.57 2.44
Morelos 11.48 $5,134.03 $58,938.66 $29,460.62 $29,478.04 2.00
Nayarit 12.72  $5,450.00 $69,324.00 $29,460.62 $39,863.38 2.35
Sinaloa 9.75 $4,220.38 $41,148.71 $29,460.62 $11,688.09 1.40

Tamaulipas  9.46  $4,243.51 $40,143.60 $29,460.62 $10,682.98 1.36

Esta misma proyeccion se ha realizado considerando los efectos de la aplicacion de la
técnica de inoculacion de semillas con multicepas, la cual se ha estudiado en el presenta
trabajo de investigacion, considerando un incremento en la produccion de Okra (peso de
vaina fresca) en un 28.19 %, valor que se ha tomado del andlisis que se presenta a

detalle mas adelante.

El primer aspecto a considerar son los costos asociados a la aplicacion de la técnica de
inoculacién de semillas, en este sentido, es importante sefialar que no existe en México
el uso de esta técnica de manera generalizada, por lo tanto, para fines de reportar un
costo apegado a la realidad, se utilizaron los costos aproximados surgidos de insumos,
usos de instalaciones y equipos y, mano de obra especializada de la presente
investigacion y extrapolados a un produccion de gran escala, con la finalidad de optimizar
costo, similar a los que se realiza de manera industrial. En el cuadro 15, se puede

observar el resumen de los costos por concepto de inoculas en semillas de Okra.

En cuadro 16 se evidencia un incremento en los costos de produccion de Okra por
concepto de inoculacion de semilla del 39.98 %, con esto se deduce que la relacion costo
beneficio serd menor si se compara a la produccion donde no se aplica la técnica de
inoculacién de semillas. Lo anterior se ocasiona al presentarse rendimientos en las
plantas con semillas inoculadas que no generan utilidades que compensan los
incrementos en el costo de produccion, dato que se puede verificar contrastando los

cuadros 14y 17.
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Cuadro 15. Costos de inoculacion de una libra de semilla de Okra.

Concepto Unidad Cantidad P.U. Total
Caja Petri plastico estéril 100 x 15 pz 10.00 $5.50  $55.00
mm
Agar King's B I 1.25 $225.00 $281.25
Preparacion de inoculo mediante I 0.25 $600.00 $150.00

espectrofotometro Bausch & Lomb
espectronic

Inoculacién de semillas (incluye Ib 1.00 $50.00 $50.00
material de laboratorio)
Mano de obra especializada jor 0.20 $1,000.00 $200.00

TOTAL $736.25

Aungue esto podria desincentivar el desarrollo de las técnicas de promocién del
desarrollo vegetal a partir de la inoculacion de semillas de plantas de interés alimentario,
industrial, medicinal, entre otros, es importante sefialar que en México la disponibilidad
de tierras cultivables es limitada y la distribucion de la tierra se da principalmente en
minifundios, por lo tanto, otro punto importante que se debe analizar es el incremento de

la utilidad generada por hectérea.

En el cuadro 15, se puede observar como se incrementa la utilidad cuando se ha aplicado
la técnica de inoculacion en los estados de Guerrero, Morelos y Nayarit, estados donde
se tienen los mayores precios medios rural, logrando incrementos hasta del 20 % (caso
del estado de Guerrero). Con lo anterior, se puede concluir que es posible incrementar
los ingresos de los productores de Okra, sin que estos requieran cultivar mayor
superficie, con aplicacién de una tecnologia sustentable con el ambiente, como lo es la

inoculacion de semillas.
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Cuadro 16. Sistema de costos del cultivo de Okra, aplicando la técnica de inoculacion de semillas con precios actualizados al afio

2022 en México.

Costos por hectéarea

Actividad Descripcion Unidad Cantidad Rep. P.U. Subtotal Total
Barbecho ha 1 1 $1,000.00 $1,000.00
Preparacion del Rastreo ha 1 2 $1,500.00 $3,000.00
terreno Emparejamiento y $4,750.00
ha 1 1 $750.00 $750.00
bordeo.
. Clemson Spineless
Semilla 30 Ib 16 1 $225.07 $3,601.12 $8,101.12
Siembra Mano de obra jor 15 1 $300.00 $4,500.00
Rodado por surcos
Riego (graveda%) ha 1 S $180.00 $900.00 $2,400.00
Jornal jor 1 5 $300.00 $1,500.00
Superfostato de kg 50 1 $14.21 $710.50
Fertilizacion Calcio simple $3,271.50
Urea kg 50 2 $13.61 $1,361.00 ' '
Aplicacion jor 2 2 $300.00 $1,200.00
Labores Tumba de bordo jor 4 1 $300.00 $1,200.00 $2.400.00
culturales Desyerbe jor 2 2 $300.00 $1,200.00 R
Control de Treflan I 2 1 $499.00 $998.00
malezas y Dupont (100 g) pz 4 1 $160.00 $640.00 $2,538.00
plagas Mano de obra jor 3 1 $300.00 $900.00
Cosecha Mano de obra jor 2 10 $300.00 $6,000.00 $6,000.00
;”eorﬁﬁl'gc'on 9 nhoculacion Ib 16 1 $736.25  $11,780.00  $11,780.00
TOTAL $41,240.62
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Cuadro 17. Relacion de beneficios aplicando la técnica de inoculacion de semilla, segin estado

productor de Okra en México.

Estado Rend. P.M.R. Ingreso Costo ($) Utilidad Relacion
(t hat)* $th) $) $) Costo

Beneficio
Guerrero 10.37 $8,902.99 $92,329.09 $41,240.62 $51,088.47 2.24
Morelos 14.72 $5,134.03 $75,553.47 $41,240.62 $34,312.85 1.83
Nayarit 16.31 $5,450.00 $88,866.44 $41,240.62 $47,625.82 2.15
Sinaloa 12.50 $4,220.38 $52,748.52 $41,240.62 $11,507.90 1.28
Tamaulipas 12.13 $4,243.51 $51,460.09 $41,240.62 $10,219.47 1.25

Nota: *Rendimiento ajustado, con un incremento esperado del 28.19 %, segun los resultados obtenidos en
el presente trabajo.
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V. MATERIALES Y METODOS
4.1. Trabajo de laboratorio
4.1.1. Efecto del sulfato de cobre en la germinacién de semilla de Okra

En la prueba de germinacion con sulfato de cobre se analizaron siete tratamientos mas
el testigo. Los tratamientos consistieron en germinar la semilla en solucién de sulfato de
cobre: 10t M, 102 M, 103 M, 10% M, 10° M, 10° M, 107 M y agua destilada. Para cada
tratamiento, las semillas se colocaron en placas Petri de plastico estéril sobre tres capas
de papel toalla interdoblada, MARQUIS® Georgia Pacific (25 semillas de Okra, variedad
Clemson Spineless 80, tres repeticiones) y posteriormente el papel fue humedecido con
5 mL de la solucion de cobre correspondiente. Posteriormente se colocaron en oscuridad
entre 28 + 2 °C en una camara germinadora Blue M hasta que la germinacion se detuvo
en todos los tratamientos. El conteo diario de las semillas germinadas se realizo, con la
finalidad de construir la curva de germinacion y evaluar el porcentaje de germinacion total

de cada tratamiento.
4.1.2. Aislamientos bacterianos

Una coleccion de 17 cepas bacterianas aisladas de tres diferentes origenes fue utilizada:
tres cepas aisladas de la rizosfera de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), nueve cepas de
aislamientos de lodos de la planta tratadora de aguas residuales ubicada en Atlacomulco,
en el Edo. de México y cinco cepas de la rizésfera de maiz (Zea mays). Las bacterias se
cultivaron en placas Petri con medio B de King e incubaron a 28 + 2 °C por 24 h, extraidas
de bancos de tubos con agar inclinado previamente establecidos. Las poblaciones de P.
fluorescentes se verificaron por la emision de fluorescencia de las colonias bajo luz UV
(cuadro 18).
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Cuadro 18. Cepas bacterianas seleccionadas para la inoculacién de semillas de Okra.

Cepa Grupo Color de fluorescencia
M40 Aislamiento raices Jamaica Verde
M67 Aislamiento raices Jamaica N/A**
M88 Aislamiento raices Jamaica N/A
A Lodos de aislamiento* Azul
D Lodos de aislamiento* Verde
1 Lodos de aislamiento* Verde
2 Lodos de aislamiento* Verde
6 Lodos de aislamiento* Verde
7 Lodos de aislamiento* Verde
11 Lodos de aislamiento* N/A
24 Lodos de aislamiento* N/A
29 Lodos de aislamiento* N/A
A7 Aislamiento raices maiz Verde
A9 Aislamiento raices maiz Verde
Avm Aislamiento raices maiz N/A
Sv Aislamiento raices maiz Verde
T16 Aislamiento raices maiz Verde

Nota: *Bacterias extraidas de lodos de la planta de tratamiento de Atlacomulco, Edo. de México. **No aplicable, bacterias no fluorescentes.
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Figura 11. Cajas de Petri con agar King's B, inoculadas con cepas bacterianas incubadas
durante 24 horas.

4.1.3. Inoculacion de semillas de Okra.

A patrtir de los cultivos en placas Petri se prepararon suspensiones bacterianas en agua
destilada estéril con densidad celular de aproximadamente 1.2 x 10° UFC-mL*
(absorbancia de 0.9 en un espectrofotometro marca BAUSCH & LOMB ESPECTRONIC,
620-660 nm). Se inocularan por triplicado para cada una de las cepas mediante la

inmersion de 25 semillas por 15 min en 0.8 mL.

% 3 g | e R .
Figura 12. Suspensiones bacterianas ajustadas a una absorbancia de 0.9 por espectrofotometro.
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Figura 14. Preparacibn de suspensiones bacterianas en agua destilada estéril con

aproximadamente 1.2 x 10° UFC mL™2.
4.1.4. Efecto de las bacterias en la germinacién de semillas de Okra.

Las semillas inoculadas se colocaron en placas Petri con tres capas de papel filtro estéril,
se agregaron 4.5 mL de agua destilada y se colocaron en una camara de germinacion a
28 + 2 °C durante 7 dias. El efecto de la inoculacion de las bacterias se compard con
semillas tratadas solo con agua destilada, para lo cual se realizaron recuentos diarios de
semillas germinadas con radiculas mayores a 1.0 mm. Los resultados se expresaron en
porcentaje de germinacion a los 7 dias de cada cepa inoculada y se determiné el tiempo

(dias) en que germind 50 % de las semillas (Tso).

50



Figura 15. Preparacién de tratamientos (antes de colocarlos en camaras de germinacion,
inoculamos las semillas, preparamos las cajas de Petri y dispusimos los

tratamientos).
4.1.5. Efecto de las bacterias en el vigor de plantula de Okra in vitro.

Las pruebas de vigor se realizaron Unicamente en las cepas bacterianas que presentaron
un porcentaje de germinacion igual o superior al testigo. Se realizé la inoculacion de
semillas siguiendo el mismo procedimiento que la prueba de germinacion. Se colocaron
10 semillas inoculadas a un 1.0 cm del borde de un papel filtro hidratado con agua
destilada, posteriormente enrollado sobre si mismo, estableciendo tres repeticiones por
tratamiento. Posteriormente fueron colocados en un cuarto con iluminacion controlada (8
horas al dia) durante 10 dias. Las raices y los tallos se separaron y se mantuvieron en
una estufa a una temperatura de 45 °C durante tres dias, posteriormente se trasladaron
a una estufa a una temperatura de 70 °C durante tres dias. Finalmente se midieron las
siguientes variables: longitud de raiz, longitud de tallo, biomasa seca de raiz y biomasa

seca de tallo con follaje.
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Figura 16. Medicion de tallos y raices de plantulas de okra.

4.1.6. Efecto sobre la germinacion de semillas de Okra inoculados con

multicepas en condiciones de estrés por sulfato de cobre.

Los in6culos multicepa se elaboraron a partir de 4 cepas bacterianas que expresaron
variables de vigor con medias significativamente superiores al testigo, se realizaron
mezclas con igual volumen de la suspension bacteriana correspondiente (absorbancia
de 0.9 en un espectrofotometro marca BAUSCH & LOMB ESPECTRONIC 20 a 660 nm).

Utilizando el mismo método que utilizado para determinar el efecto de las bacterias en la
germinacién de semilla de Okra, se expusieron semillas de Okra a estrés por sulfato de
cobre (0.05 M), con los siguientes tratamientos: T1 (A9, Avm, 1, 24), T2 (A9, Avm, 1), T3
(A9, Avm, 24), T4 (A9, 1, 24), T5 (Avm, 1, 24), Testl (Sin in6culo), Test2 (Sin in6culo y

germinacién en agua destilada).

4.1.7. Efecto de la inoculacién de semillas de Okra con in6culos multicepa

en la emergenciay el vigor en condiciones de invernadero.

El efecto de indculos multicepa sobre el vigor de las plantulas de Okra en condiciones de
invernadero se estudié en los siguientes tratamientos: M1 (A9, 1, 24), M2 (A9, Avm, D),
M3 (A9, Avm, 24) y Testigo (Sin inéculo). El experimento se llevd a cabo en condiciones
de invernadero en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Estado de México,
a 19° 27' Latitud Norte y 98° 54' Longitud Oeste, con una altitud de 2245 msnm. El

invernadero consiste en techos planos triangulares simétricos. El techo es de cristal con
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un 70% de luminosidad y estructura metalica con ventilacion a través de las ventanas

frontales y laterales.

Las semillas fueron sembradas en bandejas de germinacion sobre suelo extraido del
poblado ElI Manantial, Tezontepec de Aldama, Edo. de Hidalgo, cada tratamiento fue
integrado de diez semillas por tres repeticiones cada uno. El riego se realiz6 diariamente
mediante microaspersion, al igual que el conteo de plantulas emergidas. El experimento
finalizo veinte dias después de la siembra, momento en el cual se inicio el proceso de

preparacién de muestras para la evaluacion de variables de vigor.
4.1.8. Andlisis estadistico.

El disefio experimental utilizado para evaluar el porcentaje de germinacion fue un disefio
completamente al azar con 17 tratamientos, un testigo y tres repeticiones. Con los
resultados se hizo analisis de varianza con un nivel de significancia de 5 % y comparacion
multiple de medias con el método de Duncan con el paquete estadistico SAS (Statistical

Analisis System version 8, 1990).
4.2. Trabajo de invernadero
4.2.1. Material vegetativo

Se utilizaron semillas de Okra de la variedad Clemson Spineless 80 inoculadas con un
inoculo multicepa bacteriana (A9, Avm, 24) seleccionada bajo los criterios mencionados
posteriormente. La siembra en invernadero se realiz6 en bolsas de polietileno de 3 kg
con suelo contaminado, regado durante mas de cuatro décadas con aguas residuales, y
suelo limpio, regado con aguas de manantial, ambos provenientes del area dominada

por la Presa Endhd, en el estado de Morelos.
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Figura 17. Semilla de okra variedad Clemson Spineless 80.
4.2.2. Recoleccion de muestras de suelo

Se recolectaron suelos de dos lotes ubicados en el Valle del Mezquital, Edo. Hidalgo, en
la zona de influencia de la Presa Endhd, uno histéricamente regado con aguas residuales
y el otro solo con agua limpia. Se realizé un muestreo aleatorio compuesto en zigzag a

las siguientes profundidades:

e 0-5cm
e 5-10cm
e 10-40cm

Se tomo suficiente suelo del horizonte de 0 a 40 cm del mismo punto de muestreo para

llevar a cabo la fase de invernadero.
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Figura 18. Margen izquierda del embalse de la presa de Endhd.

El muestreo de suelo regado histéricamente con aguas residuales se obtuvo de la
coordenada 20°12'21.8" latitud Norte, 99°12'42.1" longitud Oeste, en la localidad de
Mixquiahuala de Juarez, Edo. Hidalgo, a 17 kilbmetros del Embalse de Presa Endho, en

una parcela de 1.50 has.
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Figura 20. Vista general de la parcela de muestreo de suelo regada con aguas residuales.

Figura 19. Vista local de la parcela de muestreo de suelo regada con aguas residuales.
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Figura 21. Vista general de la parcela de muestra de suelo regada con agua limpia.




El muestro de suelo regado en agua de manantial, se realiz6 en la coordenada
20°11'35.8" latitud Norte, 99°16'49.9" longitud Oeste, ubicado en la localidad El
manantial, Tezontepec de Aldama, Hidalgo, a 10 kilometros del Embalse de Presa

Endho, en una parcela de 0.50 hectareas.

-
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Figura 24. Vista local de la parcela de muestra de suelo regada con agua limpia.

Figura 23. Muestreo de suelo regado con aguas limpias.
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4.2.3. Seleccién de in6éculo multicepa

Se selecciono el in6culo multicepa que expresé un porcentaje de germinacion en
condiciones de estrés por sulfato de cobre, emergencia y el vigor en condiciones de

invernadero con medias significativamente superiores al testigo.
4.2.4. Acondicionamiento de muestras de suelo

Las muestras de suelo recolectadas de cada horizonte se integraron para formar una
muestra compuesta, de la cual se extrajeron aproximadamente 400 g de suelo (tamizado
con un tamiz de 20 MESH). Las seis muestras compuestas se utilizaron para realizar las

siguientes determinaciones:

» Determinacion de salinidad.
« Determinacién de propiedades quimicas de suelo.

» Determinacion de metales potencialmente toxicos.

N TN &L

Figura 25. Suelo tamizado con malla de 20 MESH.
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425. Tratamiento solarizacion

El suelo utilizado para cada una de las unidades experimentales se pasé por un tamiz
grueso con la finalidad de eliminar rocas y desintegrar terrones, posteriormente se aplico
un tratamiento de solarizacion, calentado el suelo en verano en capas de 25 centimetros
sobre un plastico negro durante cuatro semanas, bajo invernadero, en el periodo de
mayor radiacion solar, logrando asi, un incremento en la temperatura para que destruya
a los agentes patogenos. Tiene buena eficacia sobre ciertos patdgenos y posee, ademas,
un efecto herbicida. Su utilizaciébn no permite aspirar a una desinfeccibn completa del

suelo, pero si disminuir las dosis de productos quimicos.

A i" ¥ E = » * ,: = w8
Figura 26. Preparacion de suelo en fase de invernadero.
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4.2.6. Analisis salinidad

Con la finalidad de caracterizar las concentraciones totales i6nicas en las aguas
residuales, en el Cuadro 19 se presentan los metodos analiticos para la determinacion

de los parametros quimicos realizados en cada una de las muestras colectadas.

Cuadro 19. Marchas analiticas utilizadas en las determinaciones quimicas de las muestras de
suelo extraidas del Valle del Mezquital.

Determinacion Método Referencia
pH Potenciométrico, con Potenciometro marca (Eaton,
Beckman, modelo Hoffman Pinther Boswork 1950)
Conductividad Conductimetria, mediante Conductimetro con (Richards,
Badia puente de Wheastone con celda de vidrio 1973)
Residuo Seco Gravimetria, mediante parrilla marca Hot-Plate (Eaton,
Evaporado modelo 2200 Thermolyne 1950)
Sodio y potasio Flamometria, mediante Flamometro IL Autocal (APHA,
Flame Photometer 643, L =589 nm, calibradocon  1995)
soluciones estandar de 145 mmolc L paraNay
de 5 mmolc L*? para K
Calcio y magnesio Volumétrico, mediante titulacion con EDTA y (APHA,
Eriocromo Negro T como indicador, para Ca + 1995)
Mg y Murexida para Ca
Carbonatos Volumétrico, mediante titulacion con acido (APHA,
sulfuricoy Fenolftaleina como indicador 1995)
Bicarbonatos Volumétrico, mediante titulaciéon con acido (APHA,
sulfricoy Anaranjado de Metilo como indicador 1995)
Cloruros Titulacion con Nitrato de Plata y Cromato de (APHA,
Potasio al 5% como indicador 1995)
Sulfatos Turbidimetria, mediante el Espectrofotdmetro (APHA, 1995)
modelo Perkin EImer 35, L=420 nm
Boro Espectrofotometria, mediante el (Rhoades et

Espectrofotometromodelo Perkin Elmer 35,
L=690 nm, Azomethina-H

al., 1992)

61



Figura 27. Flamémetro IL Autocal Flame Photometer 643.

Figura 28. Titulacion con EDTA y Eriocromo Negro T como indicador.
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Figura 29. Determinacion de residuo seco evaporado y calcinado.

4.2.7. Andlisis de las propiedades quimica, nutrimentales, ademas de

metales potencialmente toxicos.

La metodologia utilizada para la determinacion de propiedades quimicas de los
diferentes estratos y tipos de suelo estudiados se presentan en el cuadro 20, con las
cuales se analizaron metales potencialmente téxicos (contaminantes), nutrientes y

variables quimicas relacionadas con la fertilidad de suelos (CE, pH, CIC, entre otros).
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Cuadro 20. Metodologia de determinacién de los suelos estudiados.

Propiedad

- Método
guimica

Plomo Detle.rminacié_n de contaminantes en suel_o por espectrometria de
emision atdbmica-plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)

Niquel Detle.rminacié_n de contaminantes en suel_o por espectrometria de
emision atdmica-plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)

Cobre Det.e.rminacié.n de micronutrientes en suello por espectrometria de
emision atdmica-plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)

Hierro Det.e.rminacié.n de micronutrientes en suello por espectrometria de
emision atdbmica-plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)

Manganeso Det.e.rminacié.n de micronutrientes en suello por espectrometria de
emisidén atdbmica-plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)

Zinc Det.e.rminacic’)_n de micronutrientes en suello por espectrometria de
emisidén atdbmica-plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)

Cadmio Detle.rminacic’)_n de contaminantes en suel_o por espectrometria de
emisidén atdbmica-plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)

Boro Detle.rminacic’)_n de contaminantes en suel_o por espectrometria de
emision atbmica-plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)
Determinacién de bases intercambiables (calcio, magnesio, sodio

Calcio y potasio) en suelo por espectrometria de emision atdbmica-plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES)
Determinacion de bases intercambiables (calcio, magnesio, sodio

Magnesio y potasio) en suelo por espectrometria de emision atomica-plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES)
Determinacién de bases intercambiables (calcio, magnesio, sodio

Sodio y potasio) en suelo por espectrometria de emision atdbmica-plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES)

CE Medicion con potenciometro

M.O Determinacioén de materia organica por espectrofotometria en

T suelos

Determinacion de la capacidad de intercambio cationico por el

CiC i :
método de sumatoria de bases

: Determinacion de nitratos en suelo por el método de Salicilato de

Nitratos sodio

Fosforo Determinacion de fosforo disponible por el método Olsen en suelos
Determinacién de bases intercambiables (calcio, magnesio, sodio

Potasio y potasio) en suelo por espectrometria de emision atdbmica-plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES)

pH Medicion con potenciometro
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4.2.8. Preparacion de experimento y disefio experimental

Se utilizé un disefio experimental de bloques completamente al azar con 16 tratamientos
(2x4x2) en arreglo factorial con tres repeticiones. Los factores y niveles estudiados
fueron: 1) suelo con dos niveles, regado con agua residual (AR) y regado con agua limpia
(AL); 2) materia organica agregada, con cuatro niveles, 0 t ha' (00), 25, t ha! (25), 50 t
ha! (50) y 75 t ha! (75); 3) cepa bacteriana, con dos niveles, sin cepa (SN), y multicepa
(MI) Para los analisis de varianza y comparacion de medias (Tukey, p=0.05) se utilizaron
los procedimientos ANOVA del paquete computacional estadistico SAS (Statistical
Analysis System) version 8.0 (SAS, 1999).

Se prepararon bolsas de polietileno con tres kilogramos de los suelos segun
corresponda, se utilizé vermicompost como fuente de materia organica. Se aplicaron
cuatro dosis, donde cada bolsa con tres kilogramos se mezclé; 0.00 g, 28.86 g, 57.7 gy
86.46 g de lombricomposta equivalente a 0, 25, 50 y 75 t ha! de materia organica
respectivamente. En el cuadro 21, se puede observar el disefio de bloques
completamente al azar con tres repeticiones establecido en invernadero, y la posicion
real de cada una de las unidades experimentales sobre el bancal donde se establecio el

experimento.

Cuadro 21. Posicién de cada una de las unidades experimentales en invernadero.

1 2 3 4
1 ALSN253 ARMIO03 ARMI753 ALMI253
2 ARSN253 ALMIOO03 ARSN503 ALMI503
3 ALSNS503 ARSNOO3 ARMI503 ARMI253
4 ALSNOO3 ALSN753 ALMI753 ARSN753
5 ALMI752 ARMI502 ALMIS02 ARSN252
6 ARSN752 ALSNO02 ARMI752 ALSN502
7 ARMIO02 ARSNS502 ARSNO002 ARMI252
8 ALMIO002 ALSN752 ALSN252 ALMI252
9 ALSN251 ARMI501 ARSN751 ALMI501
10 ALMI751 ALSNS501 ALMIOO1 ALSNOO1
11 ALMI251 ARSNOO1 ARMI251 ARSNS501
12 ARMI751 ALSN751 ARSN251 ARMIOO01

Nota: Suelo regado con agua limpia (AL), suelo regado con agua residual (AR), Sin cepa (SN), con
multicepa (M), aplicacién de vermicompost 0 t hal (00), 25, t ha! (25), 50 t ha? (50) y 75 t ha! (75), el
ultimo digito indica el nUmero de repeticion
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Figura 30. Preparacion de unidades experimentales en invernadero.

4.2.9. Siembra en charolas

s semillas utilizadas para el experimento llevado a cabo en el invernadero tanto
inoculadas como no inoculadas fueron germinadas en charolas de germinacién con el
suelo correspondiente. Se colocaron los diferentes tratamientos en diferentes charolas

para evitar interferencias entre un tratamiento y otro.
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Figura 31. Grminaci(')n de semillas de Okra en charolas.
4.2.10. Trasplante

Pasados 20 dias después de la siembra, momento en el cual las plantulas presentaron
su primera hoja verdadera, se realizo el trasplante de la plantula de Okra, en su posicion

correspondiente dentro el disefio experimental.

Figura 32. Plantula de Okra colocada en su correspondiente maceta.
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4.2.11. Riego

El riego se realiz6 cada cuarto dia, utilizando un recipiente de medio litro para que fuera
homogéneo en todas las macetas. Este procedimiento se llevo a cabo durante toda la
duracion del experimento en invernadero, aplicando el riego mediante una regadera para

evitar la compactacion del suelo.
4.2.12. Control de malezas

El control de malezas se realiz6 cada cinco dias, durante el desarrollo del experimento,

impidiendo el crecimiento de hiervas que pudieran afectar el desarrollo del cultivo.
4.2.13. Variables evaluadas

Se evaluaron 17 variables durante la duracién total del experimento, de cuales dos se
midieron a los 60 y 90 dias después de la siembra y todas las variables a los 120 dds,

es decir, al final del experimento.

Numero de hojas. Se consideraron Unicamente las hojas jévenes, con una longitud

minima de 3.00 cm, realizando el conteo en cada una de las unidades experimental.

Dias a floracion. Se registraron los dias a floracion en cada una de las unidades

experimentales.

Diametro de tallo. Con un vernier se midi6 el diametro del tallo en milimetros a una

altura de 2 cm de la base del tallo de las plantas.

Largo de tallo. Se uso un flexémetro, se midi6 en centimetros desde la base del tallo

principal hasta el 4pice de cada una de las plantas de las unidades experimentales.

Contenido de clorofila. El contenido de clorofila se evalu6 utilizando el medidor Konica
Minolta SPAD 502 PLUS. La lectura se llevé a cabo en 4 hojas por cada planta de las
unidades experimentales, para posteriormente obtener un promedio por unidad

experimental. El reporte de los datos se realizé en unidades SPAD.
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Area foliar. Para la estimacion de esta variable se utiliz6 un integrador de area foliar
modelo LI-3100 (LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA). Los datos obtenidos se reportaron en

m?2.

Biomasa fresca de la parte aérea. Para obtener la biomasa fresca de la parte aérea se
separo de la parte radicular y se pes6 con una bascula analitica.

Biomasa fresca de la parte de raiz. Para obtener la biomasa fresca de la parte de raiz

se separo de la parte area y se peso con una bascula analitica.

Biomasa seca de la parte aérea. Para obtener la biomasa seca del tallo, éstos fueron
separados y conservados en una estufa ajustada a la temperatura de 60 °C por 48 horas,

hasta llegar a peso constante (Sadzawka et al., 2007).

Biomasa seca de la parte raices. Para obtener la biomasa seca de la raiz, éstos fueron
separados y conservados en una estufa ajustada a la temperatura de 60 °C por 48 horas,

hasta llegar a peso constante (Sadzawka et al., 2007).

Biomasa fresca de fruto. Para obtener la biomasa fresca de fruto se separ6 de la parte

area y se pes6 con una bascula analitica.

Biomasa secadel fruto. Para obtener la biomasa seca del fruto, éstos fueron separados
y conservados en una estufa ajustada a la temperatura de 60 °C por 48 horas, hasta

llegar a peso constante (Sadzawka et al., 2007).

Largo del fruto. Se uso un flexdmetro, se midié en centimetros la longitud total de cada

fruto cosechado.

Ancho del fruto. Con un vernier se midi6 el didmetro del fruto en milimetros al centro de

este.

Numero de frutos. Se llevd un registro de los frutos cosechados de cada una de las

unidades experimentales.

Longitud de raiz. La longitud de raiz se midié con una cinta métrica, a partir de la base
del tallo hasta la punta de la raiz principal.
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Volumen radical. Para determinar el volumen radical se utilizé el método de volumen de
agua desplazado por raiz en una probeta graduada (Ortiz-Texon et al., 2016). La raiz fue

sumergida en un volumen de agua conocido, el volumen aumentado correspondié al
volumen radical.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION GENERAL
5.1. Resultados etapa de laboratorio
5.1.1. Efecto del sulfato de cobre en la germinacién de semilla de Okra

El porcentaje germinacion de semillas de A. esculentus no presenté diferencias
significativas (p< 0.05) con respecto al testigo hasta la concentracion de sulfato de cobre
102 M, sin embargo, la concentracién de sulfato de cobre 101 M inhibié completamente

la germinacion de las semillas de Okra.
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Figura 33. Germinacién total de semillas de A. esculentus expuestas a diferentes

concentraciones de sulfato de cobre.

Los resultados del presente estudio de germinacién de semillas de A. esculentus en
soluciones de CuS04, demuestra la imposibilidad de germinar a concentraciones de 0.1
M (figura 33). En las plantas, el cobre interactia con una amplia gama de procesos
bioquimicos y fisicoquimicos (Draobzkiewicz et al., 2004). Concentraciones elevadas de
cobre en el medio, tienen efectos negativos en el crecimiento, las respuestas
antioxidantes y de defensa de las plantas (Gao et al., 2008). Debe indicarse que las
concentraciones de cobre que promueven las actividades enzimaticas, de la serie de
enzimas en las que el cobre es cofactor, se presentan en un rango de concentraciones
muy estrecho. Los efectos benéficos del cobre se observan en un rango estrecho de

concentraciones en el medio (Ouzounidou, 1995; Verma et al., 2011) y, fuera de este,
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las actividades enziméaticas se inhiben; sin embargo, a nivel de germinacion, la semilla
tuvo la habilidad de germinar en el amplio rango de concentraciones de cobre, que van
desde 102 a 107 My, puede considerarse que las enzimas que participan, por ejemplo,
en la hidrolisis de la materia de reserva no son afectadas. Este contrasta con lo que
ocurre al nivel enzimatico en la planta. La germinacién de semillas se ve reducida a causa
de nivel excesivo de cobre al restringir la hidrolisis de la materia de reserva (almidon y
sacarosa) por la inhibicion de la actividad enzimatica que sufren las isoenzimas alfa-

amilasa e invertasa (Mir et al., 2021).

Cultivos como Lens culinaris no presentan disminucion en el porcentaje de germinacion
hasta concentraciones de sulfato de cobre de 0.15 M (Igbal et al., 2018), concentracién
15 veces superior a la tolerada por las semillas de A. esculentus (0.01 M). Semillas de
Lactuca sativa L. no tuvieron reduccién en el porcentaje de germinacién hasta
concentraciones de CuSOasde 0.05 M (Shams et al., 2018), pero de Cajanus cajan por
su parte, se vio afectada negativamente a partir de concentraciones de 0.001 M (P.
Sharma et al., 2017). El rango de tolerancia de las semillas a germinar en medios con
altas concentraciones de CuSO4 es amplio. El cultivo de Okra segun lo reportado en la
literatura presenta una tolerancia moderada comparativamente con otras plantas, sin
embargo, sus capacidades de hiperacumular metales potencialmente toxicos lo hace
idénea para utilizarse en procesos de fitorremediacion (Ng et al., 2016). Esto demuestra
gue la tolerancia de las semillas de Okra presentan hasta cierta concentracion de sulfato
de cobre, lo cual representa un area de oportunidad para aumentar dicha tolerancia

mediante técnica de bioaumentacion.
5.1.2. Efecto de las bacterias en la germinacion de semilla de Okra

La comparacion de medias no indicé diferencias significativas (p< 0.05) con respecto al
testigo de los tratamientos de semillas inoculadas con bacterias, si bien, aumentarla no
se incluye entre los objetivos del presente trabajo, es necesario verificar que, al menos,
no se presente una disminucién en el porcentaje de germinacion por el efecto de la

inoculacion de semillas.
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Figura 34. Efecto de la inoculacién de semillas de Okra sobre el porcentaje de germinacion a los

siete dias (media + desviacion estandar).

El porcentaje de germinacién de semillas de Okra no fue afectado significativamente
mediante la inoculacion de bacterias. Estudios han reportado resultados similares en
cultivos como Gossypium hirsutum y Solanum lycopersicum L. (Irizarry y White, 2017,
Rivera-Conde et al., 2018). El presente trabajo no tiene el objetivo principal de promover
la germinacion por medio de la inoculacién de semillas, sin embargo, es importe no tener
efectos adversos como lo reportado en Chenopodium quinoa (Al-Barakah y Sohaib,
2019). El termino rizobacteria se acufio para referirse a las bacterias que colonizan las
raices de las plantas y promueven su crecimiento (Kloepper, 1981), las que
posteriormente fueron denominadas como “rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal” (Cook, 2000), término que hace inferencia a que los efectos benéficos de la

inoculacién deben esperarse cuando se estable la raiz de las plantas.
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5.1.3. Efecto de las bacterias sobre el vigor de plantula de Okra en

condiciones de laboratorio

Como se observa en el cuadro 17, no se presentaron diferencias significativas (p< 0.05)
con respecto al testigo en el porcentaje de germinacion total, por otra parte, las variables
de vigor presentaron diferencias significativas. Las plantulas de semillas inoculadas con
las cepas A9 y Avm mostraron un aumento significativo (1.29 % y 0.97 %
respectivamente) en el peso de biomasa seca de tallo. El peso de biomasa seca de raiz
no mostro diferencias significativas en referencia a las semillas no inoculadas. La longitud
de tallo de plantulas de Okra inoculadas con respecto al testigo fue afectada por la
inoculacion de semillas tanto de manera favorable como en el caso de la inoculacion con
la cepa D (12.19 %), y de forma negativa como en el caso de las cepas Ay A9 (12.19 %
y 14.22 % respectivamente). Los aumentos significativos en el peso biomasa seca de
tallo en Okra (cuadro 22), también se ha reportado en plantulas de Allium cepa L.
inoculadas con bacterias autéctonas con densidad de inoculo de 101° UFC mL* y un

tiempo de inoculacion de 20 minutos (Pellegrini et al., 2021).
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Cuadro 22. Efecto de la inoculacién bacteriana sobre el porcentaje de germinacion total y el vigor de las plantulas de Okra.

Cepa Germinacion (%) Vigor
bacteriana Peso de biomasa seca (mg) ** Longitud (mm)
Brote Raiz Brote Raiz
A 80.00 + 3.27 a* 103.83+0.24ab 13.00+041a 389+0.25a 845+ 041ab
D 80.00 ¥ 8.64 a 103.83+ 0.47ab 12.83F047a 4.97F0.19c 851F0.76ab
A9 80.00 + 9.80 a 10450+ 0.41b 12.83+0.24a 380+0.22a 9.50 + 0.57 b
Avm 78.67 +9.43 a 104.17 ¥ 0.24b 1283 F0.24a 4.03F0.26ab 9.20F0.21b
1 85.33 +8.22 a 104.00 + 0.41ab 13.17+0.24a 4.42+0.13b 9.25+ 0.63b
24 90.67 ¥4.99 a 103.67 ¥ 0.47ab 13.00+ 0.41a 4.19F0.19ab 9.49F0.28b
Testigo 78.67 + 7.54 a 103.17 + 0.24 a 12.67 +0.24a 4.43+0.12b 7.88 + 0.29 a

Nota: *Las medias seguidas de una letra comun entre columnas no son significativamente diferentes (p<0,05). Todos los valores son medias (n=3)
+ desviacién estandar. **Peso del conjunto de material vegetal de cinco plantulas.
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En la figura 35 se puede observar incrementos significativos en la longitud de raiz con
los in6culos A9, Avm, 1y 24 de 20.56 %, 16.75 %, 17.39 % y 20.43 % respectivamente
con respecto al testigo. Caracteristicas deseables para aumentar el area de absorcién
nutrientes de las plantas.
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Figura 35. Diferencias porcentuales en la longitud de las raices de las semillas inoculadas

[y

24

indicadas con respecto al testigo (7,88 mm + 0,29, a). Las medias con una letra
comun entre columnas no son significativamente diferentes (p<0,05). Todos los
valores son medias de las diferencias porcentuales con respecto al testigo (n=3) *
DE.

El estudio de vigor del presente trabajo no proporcioné una fuente de nutrientes durante
el desarrollo de las plantulas de Okra, si bien, se presentd un aumento del 20 % en la
longitud de raiz, los tratamientos correspondientes tuvieron una reduccién en la longitud
de tallo cercana al 14 % (cuadro 22). Hay alteraciones comparables en la arquitectura de
la raiz de Okra al estar inoculada con B. amyloliquefaciens (Irizarry y White, 2017),
ademas resultados similares se han encontrado en S. lycopersicum L, con semillas
inoculadas con bacterias autéctonas con un tiempo de contacto de 96 horas (Cabra-
Cendales et al., 2017). Esto es posible por efecto de biosintesis de AIA (acido indol-3-
acético) por parte de P. fluorescente, la cual funge como promotor del crecimiento de
raices al estimular la divisiébn y elongacion celular, aumentando asi la capacidad de
adquisicion de nutrientes (Rivera-Conde et al., 2018).
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5.1.4. Efecto de inGculos multicepa en la germinacion de semillas de Okra

en condiciones de estrés por sulfato de cobre

En la figura 36 se observa los resultados del porcentaje de germinacion total de semillas
de Okra en condiciones de estrés (solucion de sulfato de cobre a 0.05 M), se presenta
un porcentaje de germinacion total de 53.3 % significativamente inferior al que genera la
germinacion de estas semillas en un medio estéril con agua destilada (80.0 %). El
tratamiento T3 (multicepa A9, Avm, 24) que presentd un porcentaje de germinacion de
73.3 % es significativamente superior al testigo de semillas germinadas en solucion de
sulfato de cobre a 0.05 M (Testl), siendo estadisticamente similar al valor de las semillas
germinadas en agua destilada (Test2), por lo tanto, lo hace un tratamiento eficiente para
aumentar la tolerancia de las semillas de Okra a concentracion se sulfato de cobre

mayores a 102 M.

350':\\ } \ Qa\ N \aﬁ \
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Figura 36. Efecto de la inoculacién con bacterias (multicepas) sobre el porcentaje de germinacion
de las semillas de Okra expuestas al estrés de sulfato de cobre (0,05 M), segun los
siguientes tratamientos T1 (A9, Avm, 1, 24), T2 (A9, Avm, 1), T3 (A9, Avm, 24), T4
(A9, 1, 24), T5 (Avm, 1, 24), Testl (Sin indculo), Test2 (Sin inéculo y germinacion en
agua destilada). Las medias con una letra comun entre columnas no son
significativamente diferentes (p<0,05). Todos los valores son medias de las

diferencias porcentuales con respecto al testigo (n=3) + DE.
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5.1.5. Efecto deindculos multicepaen las semillas de Okra en la emergencia

y vigor en condiciones de invernadero

En el cuadro 23 se observa que el tratamiento multicepa M3 (A9, Avm, 24) presento las
mayores diferencias significativas favorables en el porcentaje total de emergencia, peso
de biomasa seca de tallo, peso de biomasa seca de raiz, longitud de tallo y longitud de
raiz de plantula con respecto al testigo que no fue inoculado, siendo estos incrementos
del 34.9 %, 5.5 %, 10.5 %, 15.1 % y 19.6 % respectivamente. Por su parte el tratamiento
M2 obtuvo resultados que aumentan variables de vigor y emergencia en menor medida.
De manera contraria el tratamiento M1 tuvo respuestas desfavorables significativas en
comparacion al testigo en tiempo medio de emergencia y peso de biomasa seca de tallo
(11.0 % y 4.8 % respectivamente). Resultados que demuestran que es posible a nivel de
invernadero promover y acelerar desarrollo del cultivo de Okra mediante indculos
multicepa, sin embargo, una inadecuada seleccién de cepas bacterianas en la aplicacion
de la presente técnica puede producir efectos adversos en el cultivo, es ahi donde recae
la importancia de generar un método eficiente para lograr los resultados esperados a

nivel de campo.

Un aumento en la tolerancia de plantas a germinar en condiciones de estrés a causa del
efecto de indculos multicepa se reportan en cultivos como maiz expuesto a alta salinidad
(Zahir et al., 2019). Otros estudios reportan que la mezclas multicepa con bacterias
inducen la tolerancia de las plantas a factores abiéticos, a pesar de que los aislamientos
individuales al probarse no lo presentaron (Thomloudi et al., 2019). Lo anterior sigue la
tendencia de los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion (figura 34),
al reportarse una promocioén en el porcentaje de germinacion de semillas de Okra cuando
estan bajo estrés por CuSOs, inclusive llegando a porcentajes similares a los

encontrados cuando germinan sin CuSOa.

Los aumentos en el porcentaje de emergencia de plantulas de Okra (cuadro 23), asi
como los efectos benéficos en el vigor general, cuando estas son tratadas con inéculos
multicepa y plantadas en suelo no estéril, se ha reportado en otros cultivos, generalmente
relacionados con la mejora del suministro de nutrientes (fijacion asociativa de nitrégeno,

solubilizacion de fosfato, etc.), la modulacion del equilibrio hormonal de la planta
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(produccion de auxinas, citoquininas, oxido nitrico (NO), defensa vegetal mejorada contra
enfermedades bacterianas y fungosas, entre otros (Emami et al., 2019; Vacheron et al.,
2016). La reduccion en el vigor de plantulas y emergencia en el tratamiento M1 (cuadro
18), se ha presentado en Arabidopsis thaliana, al ser inoculadas con multicepas de
bacterias al disminuir peso de raiz y tallo, determinandose que la multicepa utilizada era

incompatible in vitro (Pangesti et al., 2017).

Cuadro 23. Efecto de la inoculacidén bacteriana sobre el vigor de las plantulas de Okra durante el
cultivo en la bandeja de germinacién (20 dias después de la siembra). Composicion del indculo:
M1 (A9, 1, 24), M2 (A9, Avm, D), M3 (A9, Avm, 24) y testigo (sin in6culo).

Vigor
noculo Emergencia Tso Peso de biomasa Longitud (mm)
(%) (Dias) seca (mg) **

Brote Raiz Brote Raiz

M1 53.33 9.56 46.19 14.29 8.65 6.41
+ 9.43 a* +048b +021a +009a +047a +0.63ab

M2 80.00 8.67 49.89 14.77 9.72 6.83
+0.00bc F+021a +0.05b F006b F0.36b +0.26b

M3 90.00 8.40 51.25 16.17 9.91 6.83
+8.16¢C +011a +0.18c +0.08c +0.16b +0.02b

Testigo 66.67 8.61 48.54 14.63 8.61 5.71

+943ab +016a +0.16d +032ab +0.25a +0.25a

Nota: *Las medias seguidas de una letra comun entre columnas no son significativamente diferentes
(p<0,05). Todos los valores son medias (n=3) + DE.

Las plantulas de Okra germinadas en bandejas (figura 35) presentaron una mayor
uniformidad y longitud de tallo con el tratamiento M3 (9.91 mm) con respecto al testigo
(8.61 mm), seguido por el tratamiento M2 (9.72 mm). La media de longitud de tallo del
tratamiento M1 (8.65 mm) expresa diferencias con respecto a los tratamientos M2 y M3,

no teniendo diferencias significativas con respecto al testigo.
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Figur 37. Vigor de Ias plantulas de Okra en bandejas de 'gerr'ninacién (20 dias después de la
siembra) con los siguientes tratamientos M1 (A9, 1, 24), M2 (A9, Avm, D), M3 (A9, Avm,

24) y testigo (Sin inéculo).

5.2. Resultados etapa de invernadero
5.2.1. Caracterizacion de suelo

Se utilizaron dos tipos de suelo en el presente trabajo de investigacion, uno regado con
aguas residuales y otro regado con agua limpia. El suelo regado con aguas residual, se
presenté una textura arcillosa y el suelo regado con agua limpia presentd una textura
franco arenoso, con un pH medianamente alcalino en ambos casos, siendo mas alcalino
el suelo regado con agua limpia. La conductividad eléctrica fue mas alta de igual manera
en el suelo regado con agua limpia, al igual que el contenido de nitrato y el contenido
fésforo, con excepcion del potasio siendo ligeramente superior en el suelo regando con
agua residual. Ademas, el suelo regado con aguas limpias presentd un mayor porcentaje
de materia organica y capacidad de intercambio catiénico (ver Cuadro 24).
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Cuadro 24. Propiedades quimicas y de fertilizad de los perfiles de los suelos estudiados.

Prof. H CE MO CiC Nitratos  Fosforo  Potasio
cm P dS/m % cmol+/kg  mag/kg mg/kg  cmol+/kg
Suelo regado con agua limpia
0-5 8.47 0.50 5.55 32 44.38 256.30 2.10
5-10 8.61 0.44 5.00 32 29.24 233.30 1.99
10-40 8.59 0.47 3.39 30 26.82 173.90 1.69
Suelo regado con agua residual
0-5 8.38 0.34 3.95 35 14.53 65.50 2.12
5-10 8.51 0.35 4.00 36 13.69 62.10 1.79
10-40 8.56 0.34 3.33 37 12.10 53.20 1.96

Nota: pH: potencial de hidrogeno, CE: conductividad eléctrica, MO: materia organica, CIC: capacidad de
intercambio cationico

Con base a las referencias de interpretacion de la Norma Oficial Mexicana NOM-021-
RECNAT-2000, en los diferentes horizontes de suelo analizados cuando este fue regado
con agua limpia los niveles de nitratos son altos, a diferencia con el suelo regado con
agua residuales los niveles de nitratos son bajos. Nutrientes como el fésforo, el potasio

y CIC se presentan en ambos casos en nhiveles altos.

Cuadro 25. Determinacion de metales (Mg, Ca y Na) y metales potencialmente toxicos (Pb, Ni,

Cd, Cu, B, Fe, Mny Zn) en los perfiles de los suelos estudiados.

Prof. Pb Ni Cu Fe Mn zZn Cd B Ca Mg Na

cm mg kgt cmol+ kgt

Suelo regado con agua limpia
0-5 1.22 0.46 088 567 241 453 0.14 560 2080 7.41 0.96
5-10 1.17 046 085 577 1.83 4.10 0.13 565 20.70 7.18 1.30

10-40 101 0.42 0.76 593 171 346 0.11 4.18 20.00 6.58 1.25
Suelo regado con agua residual
0-5 328 156 228 328 168 8.77 022 478 2410 6.87 1.33

5-10 3.27 152 236 336 142 9.00 0.22 5.02 2480 6.57 1.79
10-40 352 140 221 290 163 7.79 023 520 2630 6.55 1.96

De acuerdo con la NOM-021-RECNAT-2000, que establece las especificaciones de
fertilidad, salinidad y clasificacion de suelos, muestreo y andlisis, los niveles de las

concentraciones plomo, niquel y cadmio en los dos tipos de suelos estudiados son
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normales. Sin embargo, es importante indicar que las concentraciones de estos
elementos potencialmente tdxicos catalogados como contaminantes en la norma antes
indicada, son de dos a tres veces superiores en los suelos regados histéricamente con
aguas residuales en comparacion con los suelos regados con aguas limpias de
manantial, es decir, existe un incremento de las concentraciones de metales

potencialmente toxicos y el riego con aguas residuales.

Del grupo de micronutrientes cobre, manganeso y zinc en ambos tipos de suelo se
presentan en concentraciones adecuadas, por su parte, las concentraciones de hierro se
determinaron como marginales en las muestras de suelo regados con aguas residuales,
en todos los estratos estudiados. Las concentraciones de boro y sodio son muy altas en
los suelos regados con aguas residuales en las muestras extraidas de 5 a 10 centimetros
de profundidad y en suelo regado con agua limpia en las muestras tomas de 10 a 40

centimetros de profundidad.
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Cuadro 26. Composicion idnica de los diferentes estratos de los suelos estudiados.

Prof CE Concentracién (meq L)
. H —_— _ _ _
(cm) P mcr:nn:l_?s Ca*2 Mg* Na*! K*' Suma C(2)3 HC103 Clt 8(2)4 Suma
Método pasta saturara
Suelos regados con agua limpia
0-5 778 1.499 340 4.34 6.30 252 16.56 0.00 10.76 2.70 2.89 16.35
5-10 7.90 1.488 3.40 2.93 6.80 2.03 15.16 0.00 9.75 2.75 2.69 15.19
4118 7.80 1477 3.10 3.90 6.00 1.94 1494 0.00 10.70 1.80 2.51 15.01
Suelos regados con agua residual
0-5 7.80 0954 250 2.20 460 053 983 0.00 7.40 1.60 1.07 10.07
5-10 8.00 0.992 2.30 2.03 560 0.59 10.52 0.00 7.50 1.70 1.30 10.50
4118 7.91 1.003 2,50 2.08 5.60 0.42 10.60 0.00 7.50 1.75 1.20 10.45
Método proporcion 01:05
Suelos regados con agua limpia
0-5 7.72 0312 0.68 0.87 1.26 050 3.31 0.00 215 0.54 0.58 3.27
5-10 7.82 0.277 0.68 059 1.36 040 3.03 0.00 195 055 054 3.04
4118 7.69 0.266 0.62 0.78 1.20 0.40 3.00 0.00 2.14 0.36 0.50 3.00
Suelos regados con agua residual
0-5 748 0.218 050 0.48 092 0.11 2.01 0.00 148 0.32 021 201
5-10 7.53 0.227 0.46 041 1.12 0.11 210 0.00 150 0.34 0.26 2.10
4118 756 0.238 0.50 0.42 1.12 0.08 212 0.00 1.60 0.35 0.24 2.19

Nota: Pasta saturada (PS), Relacién uno a cinco (01:05).

En base al cuadro 26, el suelo es ligeramente salino y medianamente alcalino en todos

los casos estudiados, siendo mayormente salino en suelo regados con agua limpia. Sin

embargo, en ambos casos, los niveles de salinidad son suficientes para empezar a

afectar algunos cultivos.
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Cuadro 27. Composicion del residuo seco evaporado y calcinado (ppm) de los diferentes estratos

de los suelos estudiados.

Concentracion (ppm)

Prof. (cm) RSE RSC
Método pasta saturara
Suelos regados con agua limpia
0-5 1336 724
5-10 1300 660
10-40 1316 676
Suelos regados con agua residual
0-5 772 440
5-10 768 496
10-40 741.7 429.2
Método proporcion 01:05
Suelos regados con agua limpia
0-5 316 124
5-10 268 100
10-40 204 72
Suelos regados con agua residual
0-5 256 96
5-10 200 92
10-40 208 92

Nota: Residuo seco evaporado (RSE), Residuo seco calcinado (RSC)

Los sélidos totales disueltos y sales solubles analizadas en las muestras de suelo son
congruentes con las determinaciones de conductividad eléctrica, aproximadamente el 50
% de los sdlidos totales disueltos corresponden a materia organica. Las sales solubles
son hasta 30 % superiores en suelos regados con aguas limpias de manantial en

comparacion a suelos regados con aguas residuales.
5.2.2. Mediciones 60, 90, 120 dias después de la siembra

En el cuadro 28 se pueden observar diferencias significativas (p<0,05) en el factor tipo
de suelo a partir de las mediciones realizadas 60, 90 y 120 dias después de la siembra,
reportando mayor longitud de tallo en los tratamientos donde se utilizé suelo regado
histéricamente con agua de manantial, siendo superior con respecto a las plantas
cultivadas en suelos regando con agua residuales un 43.53 %, 27.13 %y 21.26 % en las

mediciones realizadas 60, 90 y 120 dias después de la siembra respectivamente.
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Por su parte, el factor inoculo presento diferencias significativas a partir de las
mediciones realizadas 90 dias después de la siembra, siendo las plantas de Okra cuyas
semillas fueron inoculadas con multicepas las que mayor longitud de tallo expresaron
con respecto a las que no fueron inoculadas, siendo superior en 8.90 % y 9.24 % en la
toma de datos que se hicieron 90 y 120 dias después de la siembra
correspondientemente. Efectos similares se ha reportado en A. esculentus con semillas
inoculas con multicepas (Ekundayo, 2018), dicho comportamiento también se ha
observado en cultivos como tomate, maiz y alfalfa (Azeem et al., 2022; Jafari et al., 2018;
Salehin et al., 2021). El factor vermicomposta en todos los niveles evaluados, segun el

analisis estadistico, no tiene efectos sobre la longitud del tallo (ver figura 38).

cuadro 28. evaluacion de la longitud del tallo del cultivo de okra en distintos periodos, con

diferentes factores y niveles.

Longitud (cm)

Factores y niveles 60 dds 90 dds 120 dds
Tipo de suelo

Suelo regado con agua limpia 23.08 a* 30.08 a 44.37 a
Suelo regado con aguas 16.08 b 23.66 b 36.62 b
residuales

In6culo

Multicepa 20.58 a 28.04 a 42.29 a
Sin cepa 18.58 a 25.71 b 38.71 b
Vermicomposta

Othat 18.75 a 25.75 a 38.17 a
25that 18.75 a 26.00 a 40.83 a
50t hat 20.42 a 29.25 a 41.08 a
75that 20.42 a 26.50 a 41.92 a

Nota: *Las medias seguidas de una letra comun entre columnas no son significativamente diferentes
(p=<0,05).
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Figura 38. Aspecto de las plantas de Okra desarrolladas en invernadero de donde fueron
obtenidas las longitudes del tallo y diametro de tallo, 60 dias después de la siembra.

En el siguiente cuadro se reporta el efecto de diferentes niveles (tipo de suelo,
inoculacion con multicepa y aplicacion de vermicomposta como fuente de materia
organica) sobre el diametro de tallo de la planta de Okra, en tres diferentes mediciones
después de la siembra. Las plantas cultivadas en suelo regado con agua limpia formaron
tallos con diametros superiores a las cultivadas en suelo regado con agua residual, en
un 35.56 %, 21.86 %y 17.81 % en las mediciones realizadas a 60, 90 y 120 dias después

de la siembra.

Efectos similares se reportan en plantas que fueron inoculadas con multicepa, siendo los
didmetros de tallo de estas plantas superiores a las que no fueron inoculadas en un 27.36
%, 19.43 % y 15.22 % en las mediciones realizas 60, 90 y 120 dias después de la siembra
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correspondientemente. El aumento del diametro del tallo de plantas cuyas semillas han
sido inoculadas con una cepa o multicepas, se ha presentado en otros cultivos con el
tomate y Morus alba (Bécquer et al., 2021; Zulueta-Rodriguez et al., 2020), como se ha
establecido anteriormente las bacterias promotoras del crecimiento tiene este efecto,
cuando la relacion de planta y bacteria es la adecuada, algunos otros estudios no
reportan este tipo de efectos en las plantas de jamaica inoculadas (Gardezi et al., 2022),
esto se puede deber a que la relacion entre especies, no es la correcta, como lo ha
demostrado por Stolp et al., (1965). La aplicacion de vermicomposta como fuente de
materia organica en los distintos tratamientos no tiene un efecto determinante en el

didmetro de tallo de plantas de Okra.

Cuadro 29. Evaluacion del diametro de tallo del cultivo de Okra en distintos periodos, con

diferentes factores y niveles.

Diametro (mm)

Factores y niveles 60 dias 90 dias 120 dias
Tipo de suelo

Suelo regado con agua limpia 2.63 a* 3.40 a 4.43 a
Suelo regado con aguas residuales 1.94 b 2.79 b 3.76 b
InGculo

Multicepa 2.56 a 3.38 a 4.39 a
Sin cepa 2.01 b 2.83 b 3.81 b
Vermicomposta

Othat 1.98 a 2.76 a 3.87 a
25that 2.08 a 3.02 ab 4.12 a
50t hat 2.48 a 3.17 ab 4.10 a
75that 2.61 a 3.45 b 4.32 a

Nota: *Las medias seguidas de una letra comdn entre columnas no son significativamente diferentes
(p=<0,05).

5.2.3. Dias a floracion

En el cuadro que se presenta a continuacion se puede observar una diferencia
significativa en los dias a floracion, relacionado con el factor tipo de suelo. Las plantas
de Okra cultivas en suelo regado con agua limpia son las que presentan menos dias a
floracion con respecto a las que han sido cultivas en suelo regado con aguas residuales,
siendo esta diferencia del 3.04 %. En la figura 39, se presentan la primera floracion de

las plantas de Okra en el experimento, en la cual se puede identificar que la floracion de
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esta especie es axilar, solitaria y de color entre blanco y amarillo. Investigaciones
recientes han demostrado que las bacterias promotoras del crecimiento intervienen de
manera favorable y directa en el crecimiento de las plantas al mejorar la disponibilidad
de nutrientes, la regulacién de fitohormonas e inducir indirectamente la resistencia
sistémica a factores abidticos (Etesami, 2020), en la presente investigacion no se ha
observado este efecto. Sin embargo, factores abidticos, como la salinidad, el estrés
hidrico y la disponibilidad de nutrientes, principalmente nitrégeno, modifican
significativamente los dias a floracion de un determinado cultivo, resultados
comparativamente similares a los expuestos en cuadro 30, donde se presenta el efecto

del tipo suelo sobre los dias a floracion, son reportados por Lopes et al., (2021).

Cuadro 30. Evaluaciéon de los dias a floracién del cultivo de Okra, con diferentes factores y

niveles.

Dias a floracién (dias)

Factores y niveles
Tipo de suelo

Suelo regado con agua limpia 71.33 a*
Suelo regado con aguas residuales 73.5 b
InGculo

Multicepa 72.08 a
Sin cepa 72.75 a
Vermicomposta

Othat 71.50 a
25that 72.67 a
50t hat 73.17 a
75that 72.33 a

Nota: *Las medias seguidas de una letra comun entre columnas no son significativamente diferentes
(p=<0,05).
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Figura 39. Floracién de plantas de okra en invernadero.

5.2.4. Determinacién a 120 dias

En el cuadro 31, se presenta el andlisis estadistico de las variables biomasa fresca, de
fruto, parte aérea y raiz en funcion a los factores tipo de suelo, inoculacion y aplicacion
de materia organica. En los tres factores antes mencionados se encontraron diferencias

significativas.

La biomasa fresca de fruto, parte aérea y de raiz son superiores en las plantas que se
han desarrolla en suelo regando con agua limpia, siendo superior en pesos fresco de
fruto en un 78.97 %, en peso fresco de parte aérea en un 90.00 % y en peso fresco de
raiz en un 60.61 %. La misma tendencia se presenta con el factor inoculacion, existiendo
un efecto favorable en las plantas cuya semilla fue inoculada con multicepas con
respecto a las que no fueron inoculadas, siendo estas diferencias del 28.19 %, 38.46 %

y 34.97 % en peso de biomasa fresca de fruto, parte aérea y raiz respectivamente.

Con lo que respecta al peso fresco de fruto y su relacion a los diferentes niveles de
materia organica aplicados, se presenta un beneficio estadisticamente significativo

optimo a una dosis de 25 t hal, siendo 16.01 % superior con respecto a las plantas que
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fueron cultivas en suelo donde no se agregé materia organica. Con la finalidad de
disminuir alteraciones en el experimento, debido al manejo agronomico de la fase

experimental se realizaron inspecciones cada 15 dias, se puede observar en la figura 40.

Cuadro 31. Evaluacién de la biomasa fresca del fruto, parte aérea y raiz en el cultivo de Okra,

con diferentes factores y niveles.

Biomasa fresca (Q)

Factores y niveles Fruto Parte aérea Raiz
Tipo de suelo

Suelo regado con agua limpia 6.64 a* 6.90 a 3.10 a
Suelo regado con aguas residuales 3.71 b 3.63 b 1.93 b
In6culo

Multicepa 5.82 a 6.12 a 3.01 a
Sin cepa 4.54 b 4.42 b 2.23 b
Vermicomposta

Otha? 4.62 a 4.47 a 2.16 a
25t ha? 5.36 b 5.57 b 2.66 b
50t hat 5.52 b 5.53 b 2.74 bc
75t ha? 5.22 ab 5.51 b 2.92 c

Nota: *Las medias seguidas de una letra comun entre columnas no son significativamente diferentes
(p=0,05).

Figura 40. Inspeccion de experimento de invernadero.

En la figura 41, se puede observar el proceso de preparacion y etiquetado de muestras,
para su posterior secado y determinacion de peso de biomasa seca, datos con los cuales
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se construyo el siguiente analisis estadistico de las variables biomasa seca de fruto, parte
aérea y raiz en funcion de los tres factores evaluados en el experimento de invernadero

(cuadro 32). En los tres factores estudiados se encontraron diferencias significativas.

La biomasa seca del fruto, parte aérea y de raiz son superiores en las plantas que se
han desarrollado en suelo regado con agua limpia, siendo superior en pesos seco de
fruto en un 69.85 %, en peso seco de parte aérea en un 83.18 % y en peso seco de raiz
en un 69.44 %.

La misma tendencia se presenta con el factor inoculacién, existiendo un efecto favorable
en las plantas cuya semilla fue inoculada con multicepas con respecto a las que no fueron
inoculadas, siendo estas diferencias del 26.54 %, 35.29 %y 26.74 % en peso de biomasa
seca de fruto, parte aérea y raiz respectivamente. La promocion del desarrollo vegetal
de plantas cuyas semillas han sido inoculadas con rizobacterias ha sido apoyada por
multiples estudios cientificos, por lo cual, son congruentes los resultados obtenidos en la
presente investigacion y reportados en el cuadro 32, con respecto a la biomasa seca de
fruto, parte area y raiz y su relacién con la inoculacion de semillas de Okra con una

multicepa (Aguirre-Medina y Moreno-Espinosa, 2016).

En el analisis del peso seco de fruto y su relacién a los diferentes niveles de materia
organica aplicados, se presenta un beneficio estadisticamente significativo optimo a una
dosis de 25 t ha?, siendo 15.75 % superior con respecto a las plantas que fueron cultivas
en suelo donde no se agregé materia organica. Por su parte, el enriquecimiento de
materia organica de suelos mediante la aplicacion de diferentes dosis de vermicomposta,
aun no ha sido contrastada. En este tema, se obtienen resultados favorables a partir de
dosis 25 t ha! de vermicomposta, para dosis superiores el incremento sobre biomasa
seca del fruto, parte aérea y raiz no es significativamente superior a la dosis antes
mencionada, pero si con respecto a tratamiento donde no se ha agregados materia
organica, en este sentido, se ha obtenido resultados similares en pepino (Sallaku et al.,
2009).
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Cuadro 32. Evaluacion de la biomasa seca del fruto, parte aérea y raiz en el cultivo de Okra, con

diferentes factores y niveles.

Biomasa seca (g)

Factores y niveles Fruto Parte aérea Raiz
Tipo de suelo

Suelo regado con agua limpia 231 a* 2.07 a 1.22 a
Suelo regado con aguas residuales 136 b 1.13 b 0.72 b
In6culo

Multicepa 205 a 1.84 a 1.09 a
Sin cepa 162 b 1.36 b 0.86 b
Vermicomposta

0that 1.65 a 1.40 a 081 a
25thatl 191 b 1.66 b 1.00 b
50that 194 b 1.68 b 1.02 b
75that 1.84 ab 1.67 b 1.07 b

Nota: *Las medias seguidas de una letra comln entre columnas no son significativamente diferentes
(p=0,05).

&
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Figura 41. Preparacion y etiquetado de muestras para secado en estufa.

Se ha determinado que la longitud de raiz de las plantas de Okra es diferente en funcién
a tipo se suelo, indculo y dosis de materia organica, como se pude observar en el cuadro
33. Por lo que respecta al factor tipo se suelo la diferencia en longitud de raiz entre los

dos tipos de suelo es del 58.99 %, presentandose la mayor longitud en las plantas
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cultivadas en suelo regado histéricamente con agua limpia de manantial. En el factor
inoculo esta diferencia en longitud de raiz es del 86.06 %, teniendo un efecto favorable
en aquellas plantas que fueron cultivadas a partir de semillas inoculadas con multicepa,
promoviendo raices con un volumen de exploracién mayor en comparacién con las que
no fueron inoculadas de ninguna manera con bacterias promotoras del crecimiento. El
desarrollo del sistema radicular de las plantas inoculadas con rizobacterias se ha
estudiado en maiz, sorgo y trigo, cultivos en los cuales se ha reportado un aumento en
la longitud de raiz (Grover et al., 2021), este efecto en las caracteristicas de las raices
da como resultado una mejora significativa en el funcionamiento del sistema de raices y
finalmente en aumente de rendimiento, al generar mayor peso en la parte area de los

cultivos y mayor peso de fruto y/o grano.

La aplicacion de materia organica mediante vermicomposta también tiene un efecto
positivo al promover la longitud de las raices de Okra, todos los niveles evaluados de
este factor presentan diferencias significativas, la tendencia es directamente
proporcional, es decir, a mayor materia organica agregada al suelo, mayor fue la longitud
de raices que alcanzaron las plantas de Okra. Las plantas cultivas en suelo con dosis de
75 t hal de vermicomposta tuvieron longitudes de raiz 43.71 % superiores a las que

fueron cultivadas en suelo sin adicién de materia organica.

Cuadro 33. Evaluacién de la longitud de raiz del cultivo de Okra, con diferentes factores y niveles.

LONGITUD (cm)

Factores y niveles
Tipo de suelo

Suelo regado con agua limpia 33.15 a*
Suelo regado con aguas residuales 20.85 b
In6culo

Multicepa 35.13 a
Sin cepa 18.88 b
Vermicomposta

Othat 21.41 a
25tha?l 26.98 b
50t hat 28.87 c
75that 30.77 d

Nota: *Las medias seguidas de una letra comin entre columnas no son significativamente diferentes
(p=<0,05).
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En la figura 43 se puede observar el procedimiento de medicién de volumen radical, la
tendencia de los resultados obtenidos mediante el andlisis estadistico es similar a los
obtenidos en la variable longitud de tallo. Los resultados revelan que el volumen radical
de las plantas de Okra es diferente en funcion a tipo se suelo, inoculo y dosis de materia
organica, como se pude observar en el cuadro 34. Al analizar el factor tipo se suelo la
diferencia en volumen radical entre los dos tipos de suelo es del 15.45 %, presentandose
el mayor volumen en las plantas cultivadas en suelo regado histéricamente con agua

limpia de manantial.

En el factor indculo la diferencia en el volumen radicular es del 18.56 %, teniendo un
efecto positivo en aquellas plantas de Okra que fueron cultivadas a partir de semillas
inoculadas con multicepa en comparacion con las que no han sido inoculadas con cepas
bacterianas. En la figura 40 se muestra graficamente estos efectos, tanto del factor tipo
de suelo, asi como de la inoculacion mediante multicepa. El aumento del volumen radical
por el efecto de rizobacterias se ha reportado en investigaciones en cultivos como A.
esculentus L. (Okra), L. esculentum L. (tomate) y Amaranthus sp. (Adesemoye y Ugoji,
2009).
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Figura 42. Sistema radicular de plantulas en Okra, 120 dias después de la siembra en invernadero. A)
Cultivo en suelo regado con agua limpia y semilla inoculada B) Cultivo en suelo regado con
agua limpia y semilla no inoculada C) Cultivo en suelo regado con agua residual y semilla

inoculada B) Cultivo en suelo regado con agua residual y semilla no inoculada.

La aplicacién de materia organica tiene un efecto significativamente diferente al promover
el volumen de las raices de Okra, todos los niveles evaluados de este factor provocan
un mayor volumen radical, siendo mayor a mayor dosis de materia organica agregada al
suelo. Las plantas cultivas en suelo con dosis de 75 t ha' de vermicomposta tuvieron
longitudes de raiz 17.38 % superiores a las que fueron cultivadas en suelo sin adicién de

materia organica.
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Cuadro 34. Evaluacion del volumen radical del cultivo de Okra, con diferentes factores y niveles.

Volumen (cm?3)

Factores y niveles
Tipo de suelo

Suelo regado con agua limpia 5.23 a*
Suelo regado con aguas residuales 453 b
Inoculo

Multicepa 5.30 a
Sin cepa 4.47 b
Vermicomposta

Othat 4.43 a
25thal 4.78 b
50t hat 5.12 bc
75that 5.20 c

Nota: *Las medias seguidas de una letra comun entre columnas no son significativamente diferentes
(p=0,05).

En el siguiente cuadro se ilustra el efecto significativo del in6culo multicepa de las
semillas de Okra sobre el contenido de clorofila a partir de la variable SPAD (ver figura
42). La inoculacion de semillas de Okra genera un aumento en del SPAD del 5.10 % con
respecto a las plantas de cuyas semillas no han sido inoculadas. Habib et al., (2016)
reporta un incremento en la produccion de clorofila en plantas de Okra tratadas con
bacterias promotoras de crecimiento vegetal (UPMR2 y UPMR18), siendo el efecto mas

pronunciado cuando plantas son expuestas a condiciones de estrés por salinidad.
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Figura 43. Medicién de volumen radical de plantas de Okra.

Cuadro 35. Evaluacion del contenido de clorofila del cultivo de Okra, con diferentes factores y

niveles.

Contenido de clorofila (SPAD)

Factores y niveles
Tipo de suelo

Suelo regado con agua limpia 52.88
Suelo regado con aguas residuales 52.83
In6culo

Multicepa 54.18
Sin cepa 51.55
Vermicomposta

Othat 52.08
25tha?l 52.84
50t hat 52.60
75that 53.93

a*

(@ g

L YD

a

Nota: *Las medias seguidas de una letra com(n entre columnas no son significativamente diferentes

(p<0,05).

El &rea foliar es una variable importante para determinar el desarrollo vegetal, por lo cual,

a continuacion, se resume su andlisis en el cuadro 36. El tipo de suelo y la inoculacion

de semillas promueven el desarrollo del follaje del cultivo, siendo mayor cuando se cultiva

en suelo regado con agua limpia y cuando las semillas son inoculadas con multicepa,
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siendo estas diferencias 5.25 % y 9.47 % respectivamente. La adicibn de materia

organica no genera diferencias significativas en ninguno de sus niveles.

1

Figura 44. Medicién del contenido de clorofila en plantas de Okra.

Cuadro 36. Evaluacion del area foliar del cultivo de Okra, con diferentes factores y niveles.

Area (cm?)
Factores y niveles
Tipo de suelo
Suelo regado con agua limpia 839.35 a*
Suelo regado con aguas residuales 797.47 b
In6culo
Multicepa 855.45 a
Sin cepa 781.39 b
Vermicomposta
Othat 817.81 a
25that 817.28 a
50t hat 815.07 a
75that 823.50 a

Nota: *Las medias seguidas de una letra comun entre columnas no son significativamente diferentes
(p=<0,05).

El nimero de hojas, segun el analisis realizado, solo se vio influenciado por el tipo de
suelo en el que fueron cultivado las plantas y no asi por la inoculacion de semillas con
multicepas ni por la aplicacion de materia organica en el suelo utilizado en el
experimento. Se presentd un mayor numero de hojas cuando las plantas fueron
cultivadas en suelo regado con agua limpia, siendo un 11.33 % mayor que el nimero de

hojas presentes en plantas cultivadas en suelo regado con agua residual.
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Cuadro 37. Evaluacién del numero de hojas del cultivo de Okra, con diferentes factores y niveles.

Numero de hojas

Factores y niveles
Tipo de suelo

Suelo regado con agua limpia 7.37 a*
Suelo regado con aguas residuales 6.62 b
Inoculo

Multicepa 7.17 a
Sin cepa 6.83 a
Vermicomposta

Othat 7.33 a
25that 7.00 a
50t hat 6.67 a
75that 7.00 a

Nota: *Las medias seguidas de una letra comun entre columnas no son significativamente diferentes
(p=0,05).

El ndmero de frutos no se vio afectado significativamente por ninguno de los factores
evaluados, como se puede observar en el cuadro 38. Sin embargo, en andlisis anteriores
se ha determinado que el peso de biomasa fresca y seca se ve afectada por los tres

factores analizados, en la figura 45 se puede observar claramente uno de estos frutos.

Cuadro 38. Evaluacion del namero de frutos del cultivo de Okra, con diferentes factores y niveles.

NUmero de frutos

Factores y niveles
Tipo de suelo

Suelo regado con agua limpia 1.29 a*
Suelo regado con aguas residuales 1.20 a
In6culo
Multicepa 1.29 a
Sin cepa 1.21 a
Vermicomposta
Othat 1.42 a
25that 1.25 a
50t hat 1.17 a
75that 1.17 a
Nota: *Las medias seguidas de una letra comun entre columnas no son significativamente diferentes
(p=0,05).
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Figura 45. Fruto de Okra 90 dias después de la siembra.
Una de las variables analizadas relacionadas con el fruto de la planta de Okra fue ancho
de fruto, lo que también es conocido como calibre del fruto, un aspecto importe que debe
tenerse en cuenta para su comercializacion y esta relacionada con la calidad de la

cosecha. En el presente estudio

Cuadro 39. Evaluacion del ancho del fruto del cultivo de Okra, con diferentes factores y niveles.

Ancho (mm)
Factores y niveles
Tipo de suelo
Suelo regado con agua limpia 18.85 a*
Suelo regado con aguas residuales 15.16 b
In6culo
Multicepa 18.24 a
Sin cepa 15.78 b
Vermicomposta
Othat 16.27 a
25that 17.60 b
50t hat 17.30 ab
75that 16.88 ab

Nota: *Las medias seguidas de una letra comun entre columnas no son significativamente diferentes
(p=0,05).

100



La variable “largo de fruto” analizada tuvo una expresion diferencias significativas tanto
el factor tipo de suelo como en el factor inoculacién, con mejores cualidades de fruto
cuando las plantas fueron cultivas en agua limpia, siendo 26.46 % superior en contraste
con las plantas que se desarrollaron en suelo regando con agua residual. Con lo referente
al efecto causado por la inoculacion de semillas de Okra con multicepas, estas plantas
inoculadas generaron frutos mas largos que las plantas cuyas semillas no inoculas,

siendo esta diferencia del 19.40 %.

Cuadro 40. Evaluacion del largo del fruto del cultivo de Okra, con diferentes factores y niveles.

Largo (mm)
Factores y niveles
Tipo de suelo
Suelo regado con agua limpia 68.76 a*
Suelo regado con aguas residuales 54.37 b
In6culo
Multicepa 67.02 a
Sin cepa 56.13 b
Vermicomposta
Othat 60.91 a
25thatl 61.31 a
50that 62.17 a
75that 61.91 a

Nota: *Las medias seguidas de una letra comun entre columnas no son significativamente diferentes
(p<0,05).

El tipo de suelo donde es cultivada una planta es determinante en el rendimiento final del
mismo, mas aun cuando los tipos de suelo difieren en gran proporcion en disponibilidad
de nutrientes y/o generan condiciones de estrés por salinidad o por la presencia de
contaminantes organicos e inorganicos. Por otra parte, se ha informado mediante
investigaciones cientificas que es posible aumentar el rendimiento y calidad de la
cosecha de Okra al realizar inoculacion de rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal, asi como de modificar significativamente su valor nutrimental (Perveen et al.,

2022), de manera similar como se ha reportado en la presente investigacion.
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VI. CONCLUSION

La inoculacion de semillas de okra con bacterias Pseudomonas individuales no
benefician la germinacion. Por otra parte, las variables de vigor en plantulas de
okra inoculadas con Pseudomonas (peso de materia seca de tallo y raiz, y longitud
de tallo y raiz) son promovidas significativamente hasta en un 14.0 %, valor menor
a lo esperado.

El vigor de plantulas de Okra mejora significativamente cuando sus semillas se
inoculan con multicepas en condiciones controladas en invernadero, presentando
incrementos del 20.64 %.

Los efectos positivos de la inoculacion de semillas de Okra se presentan en mayor
grado cuando las semillas se encuentran en condiciones de estrés. El in6culo
multicepa es una técnica eficiente para aumentar la tolerancia del cultivo en suelos
contaminados con cobre, aumentando su porcentaje de emergencia y vigor en
estas condiciones y potenciando los procesos de fitorremediacion.

El vigor y emergencia de plantulas de Okra aumenta significativamente cuando
sus semillas se inoculan con multicepas y se cultivan en condiciones de
invernadero en suelo.

Los resultados de la prueba de invernadero, el factor de suelo genero diferencias
significativas en todas las variables evaluadas, con excepcion de contenido de
clorofila y numero de frutos, obteniendo mejores resultados en plantas cultivas en
suelos regados histéricamente con agua limpia. La inoculacibn mediante
multicepas de plantas Okra promovié significativamente el desarrollo vegetal
principalmente en la biomasa fresca y seca de la raiz, asi como de longitud de la
raiz, volumen radicular. El factor dosis de materia organica (vermicomposta) tuvo
efectos significativos en el peso de biomasa fresca y seca de fruto y parte aérea,
y longitud de fruto y ancho de fruto, variables relacionadas con la cantidad y
calidad de la cosecha.

Una adecuada seleccion in vitro de rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal que complementen sus efectos y su inoculacion mediante multicepa

genera resultados favorables a nivel de campo.

102



Vil. RECOMENDACIONES

En la presente investigacion se identificaron elementos importantes que no fueron

explorados por estar fuera de los objetivos, sin embargo, se recomiendan estudiar en un

siguiente trabajo, con la finalidad de ampliar el area de conocimiento, y por aplicarlo a

nivel de campo. Por lo tanto, es necesario:

Conducir un experimento similar al que se llevd a cabo en la presente
investigacion para observar el comportamiento de las plantas inoculadas con
multicepas.

Determinar los metales potencialmente téxicos a nivel de tejido vegetal en plantas
inoculadas y cultivadas en suelos contaminados por métales, como cadmio, cobre,
hierro, plomo, mercurio, boro, molibdeno y niquel, y determinar; el efecto de la
inoculacion en la tasa absorcion de los metales antes mencionados, el aumento
de la tolerancia al estrés por metales potencialmente téxicos como efecto de la
inoculacién, en diferentes los 6rganos de las plantas donde se acumulan los
metales.

Generar nuevos inodculos multicepas, que puedan generar un efecto especifico en
la acumulacién de cierto metal, o bien, en la promocion de cierta variable
agronémica deseada.

Promover de la tecnologia desarrollada con los productores de Okra a nivel

nacional.
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ANEXOS
Andlisis estadistico de variables agrondémicas en invernadero 120 dds

Cuadro 41. Prueba de efectos inter-sujetos de la variable dependiente peso fresco de fruto (g).

_ Tipo lll de Media _
Origen sumade al Ly F Sig.

cuadrados cuadratica

Modelo 130.7592 15 8.717 27.036 0.000

corregido

Interseccién 1286.919 1 1286.919 3991.299 0.000

TS 102.726 1 102.726 318.598 0.000

MO 5.569 3 1.856 5.758 0.003

IN 19.635 1 19.635 60.897 0.000

TS * MO 0.169 3 0.056 0.175 0.913

TS*IN 0.232 1 0.232 0.721 0.402

MO * IN 1.685 3 0.562 1.742 0.178

TS *MO * IN 0.741 3 0.247 0.766 0.521

Error 10.318 32 0.322

Total 1427.996 48

Total 141.076 47

corregido

a. R al cuadrado = .927 (R al cuadrado ajustada = .893)

Nota: MO: factor materia organica, IN: factor inoculacién, TS: factor tipo de suelo.
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Cuadro 42. Prueba de efectos inter-sujetos de la variable dependiente peso seco de fruto (g).

' Tipo lll de Media _
Origen sumade gl o F Sig.
cuadrados cuadrética
Modelo 218.877a 15 14.592 19.112 0.000
corregido
Interseccién 850.083 1 850.083 1113.449 0.000
TS 181.663 1 181.663 237.944 0.000
MO 10.951 3 3.650 4.781 0.007
IN 0.891 1 0.891 1.167 0.288
TS * MO 6.404 3 2.135 2.796 0.056
TS* IN 0.354 1 0.354 0.463 0.501
MO * IN 13.807 3 4.602 6.028 0.002
TS *MO * IN 4.807 3 1.602 2.099 0.120
Error 24.431 32 0.763
Total 1093.391 48
Total 243.308 47
corregido

a. R al cuadrado =.900 (R al cuadrado ajustada = .853)
Nota: MO: factor materia organica, IN: factor inoculacion, TS: factor tipo de suelo.

Cuadro 43. Prueba de efectos inter-sujetos de la variable dependiente nimero de frutos.

Tipo lll de Media
Origen sumade gl " F Sig.
cuadratica

cuadrados
Modelo 3.0002 15 0.200 1.067 0.421
corregido
Interseccién 75.000 1 75.000 400.000 0.000
TS 0.083 1 0.083 0.444 0.510
MO 0.500 3 0.167 0.889 0.457
IN 0.083 1 0.083 0.444 0.510
TS * MO 0.750 3 0.250 1.333 0.281
TS* IN 0.000 1 0.000 0.000 1.000
MO * IN 1.083 3 0.361 1.926 0.145
TS*MO *IN 0.500 3 0.167 0.889 0.457
Error 6.000 32 0.188
Total 84.000 48
Total 9.000 47
corregido

a. R al cuadrado =.333 (R al cuadrado ajustada = .021)

Nota: MO: factor materia orgénica, IN: factor inoculacion, TS: factor tipo de suelo.
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Cuadro 44. Prueba de efectos inter-sujetos de la variable dependiente peso seco de tallo (g).

Origen Tipo lll de gl Media F Sig.

sumade cuadratica

cuadrados

Modelo 15.8442 15 1.056 32.650 0.000
corregido
Interseccién 123.139 1 123.139 3806.324 0.000
TS 10.725 1 10.725 331.511 0.000
MO 0.681 3 0.227 7.012 0.001
IN 2.690 1 2.690 83.148 0.000
TS * MO 0.106 3 0.035 1.092 0.367
TS* IN 0.993 1 0.993 30.686 0.000
MO * IN 0.277 3 0.092 2.856 0.052
TS *MO * IN 0.373 3 0.124 3.840 0.019
Error 1.035 32 0.032
Total 140.018 48
Total 16.879 47
corregido

a. R al cuadrado =.939 (R al cuadrado ajustada =.910)
Nota: MO: factor materia organica, IN: factor inoculacion, TS: factor tipo de suelo.

Cuadro 45. Prueba de efectos inter-sujetos de la variable dependiente peso seco de raiz (g).

Origen Tipo lll de gl Media F Sig.

sumade cuadratica

cuadrados

Modelo 4.2342 15 0.282 43.423 0.000
corregido
Interseccion 45.709 1 45.709 7031.855 0.000
TS 2.922 1 2.922 449.594 0.000
MO 0.495 3 0.165 25.381 0.000
IN 0.611 1 0.611 93.984 0.000
TS * MO 0.075 3 0.025 3.833 0.019
TS* IN 0.066 1 0.066 10.087 0.003
MO * IN 0.033 3 0.011 1.691 0.189
TS *MO * IN 0.032 3 0.011 1.656 0.196
Error 0.208 32 0.007
Total 50.151 48
Total 4.442 47
corregido

a. R al cuadrado =.953 (R al cuadrado ajustada = .931)
Nota: MO: factor materia orgénica, IN: factor inoculacion, TS: factor tipo de suelo.
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Cuadro 46. Prueba de efectos inter-sujetos de la variable dependiente area foliar (cm?).

Origen Tipo lll de gl Media F Sig.

suma de cuadratica

cuadrados
Modelo 109333.332a 15 7288.889 4.408 0.000
corregido
Interseccién 32150658.563 1 32150658.563 19444.178 0.000
TS 21043.339 1 21043.339 12.727 0.001
MO 464.089 3 154.696 0.094 0.963
IN 65821.884 1 65821.884 39.808 0.000
TS * MO 4340.276 3 1446.759 0.875 0.464
TS* IN 11128.303 1 11128.303 6.730 0.014
MO * IN 2148.811 3 716.270 0.433 0.731
TS * MO * IN 4386.631 3 1462.210 0.884 0.460
Error 52911.523 32 1653.485
Total 32312903.419 48
Total 162244.856 47
corregido
a. R al cuadrado = .674 (R al cuadrado ajustada = .521)
Nota: MO: factor materia organica, IN: factor inoculacién, TS: factor tipo de suelo.
Cuadro 47. Prueba de efectos inter-sujetos de la variable dependiente dias a floracion.

Origen Tipo lll de gl Media F Sig.

sumade cuadratica

cuadrados

Modelo 149.0002 15 9.933 1.863 0.069
corregido
Interseccién 251720.333 1 251720.333 47197.562 0.000
TS 56.333 1 56.333 10.563 0.003
MO 17.667 3 5.889 1.104 0.362
IN 5.333 1 5.333 1.000 0.325
TS * MO 8.333 3 2.778 0.521 0.671
TS* IN 1.333 1 1.333 0.250 0.620
MO * IN 4.667 3 1.556 0.292 0.831
TS * MO * IN 55.333 3 18.444 3.458 0.028
Error 170.667 32 5.333
Total 252040.000 48
Total 319.667 47
corregido

a. R al cuadrado = .466 (R al cuadrado ajustada = .216)

Nota: MO: factor materia organica, IN: factor inoculacion, TS: factor tipo de suelo.
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Cuadro 48. Prueba de efectos inter-sujetos de la variable dependiente diametro de tallo (mm).

Origen Tipo lll de gl Media F Sig.

suma de cuadratica

cuadrados

Modelo 12.0132 15 0.801 5.181 0.000
corregido
Interseccién 806.880 1 806.880 5219.709 0.000
TS 5.333 1 5.333 34.501 0.000
MO 1.220 3 0.407 2.631 0.067
IN 3.968 1 3.968 25.666 0.000
TS * MO 0.420 3 0.140 0.906 0.449
TS* IN 0.041 1 0.041 0.264 0.611
MO * IN 0.922 3 0.307 1.989 0.135
TS * MO * IN 0.109 3 0.036 0.235 0.871
Error 4.947 32 0.155
Total 823.840 48
Total 16.960 47
corregido

a. R al cuadrado =.708 (R al cuadrado ajustada = .572)

Nota: MO: factor materia organica, IN: factor inoculacién, TS: factor tipo de suelo.

Cuadro 49. Prueba de efectos inter-sujetos de la variable dependiente altura de tallo (cm).

Origen Tipo lll de gl Media F Sig.

sumade cuadratica

cuadrados

Modelo 1150.6672 15 76.711 3.951 0.001
corregido
Interseccion 78732.000 1 78732.000 4054.867 0.000
TS 720.750 1 720.750 37.120 0.000
MO 94.833 3 31.611 1.628 0.202
IN 154.083 1 154.083 7.936 0.008
TS * MO 170.417 3 56.806 2.926 0.049
TS* IN 5.333 1 5.333 0.275 0.604
MO * IN 3.417 3 1.139 0.059 0.981
TS *MO * IN 1.833 3 0.611 0.031 0.992
Error 621.333 32 19.417
Total 80504.000 48
Total 1772.000 47
corregido

a. R al cuadrado =.649 (R al cuadrado ajustada = .485)

Nota: MO: factor materia organica, IN: factor inoculacion, TS: factor tipo de suelo.

131



Cuadro 50. Prueba de efectos inter-sujetos de la variable dependiente ancho de fruto (mm).

Origen Tipo lll de gl Media F Sig.
sumade cuadrética

cuadrados
Modelo 280.2382 15 18.683 16.885 0.000
corregido
Interseccién 13889.005 1 13889.005 12552.669 0.000
TS 163.910 1 163.910 148.140 0.000
MO 12.036 3 4.012 3.626 0.023
IN 72.767 1 72.767 65.766 0.000
TS * MO 1.657 3 0.552 0.499 0.685
TS*IN 19.380 1 19.380 17.516 0.000
MO * IN 7.517 3 2.506 2.265 0.100
TS*MO *IN 2.971 3 0.990 0.895 0.454
Error 35.407 32 1.106
Total 14204.650 48
Total 315.645 47
corregido

a. R al cuadrado =.888 (R al cuadrado ajustada = .835)

Nota: MO: factor materia organica, IN: factor inoculacién, TS: factor tipo de suelo.

Cuadro 51. Prueba de efectos inter-sujetos de la variable dependiente largo de fruto (mm).

Origen Tipo lll de gl Media F Sig.
sumade cuadratica

cuadrados
Modelo 4345.0012 15 289.667 10.682 0.000
corregido
Interseccién 181978.755 1 181978.755 6710.647 0.000
TS 2484.002 1 2484.002 91.600 0.000
MO 11.721 3 3.907 0.144 0.933
IN 1422.452 1 1422.452 52.454 0.000
TS * MO 16.594 3 5.531 0.204 0.893
TS* IN 149.460 1 149.460 5,511 0.025
MO * IN 89.161 3 29.720 1.096 0.365
TS * MO * IN 171.612 3 57.204 2.109 0.119
Error 867.773 32 27.118
Total 187191.530 48
Total 5212.775 47
corregido

a. R al cuadrado =.834 (R al cuadrado ajustada = .755)

Nota: MO: factor materia organica, IN: factor inoculacion, TS: factor tipo de suelo.
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Cuadro 52. Prueba de efectos inter-sujetos de la variable dependiente nimero de hojas.

Origen Tipo lll de gl Media F Sig.

sumade cuadratica

cuadrados

Modelo 17.333% 15 1.156 1.499 0.164
corregido
Interseccién 2352.000 1 2352.000 3051.243 0.000
TS 6.750 1 6.750 8.757 0.006
MO 2.667 3 0.889 1.153 0.343
IN 1.333 1 1.333 1.730 0.198
TS * MO 0.917 3 0.306 0.396 0.756
TS* IN 0.083 1 0.083 0.108 0.744
MO * IN 0.667 3 0.222 0.288 0.833
TS *MO * IN 4,917 3 1.639 2.126 0.116
Error 24.667 32 0.771
Total 2394.000 48
Total 42.000 47
corregido

a. R al cuadrado = .413 (R al cuadrado ajustada =.137)

Nota: MO: factor materia organica, IN: factor inoculacion, TS: factor tipo de suelo.

Cuadro 53. Prueba de efectos inter-sujetos de la variable dependiente contenido de clorofila

(SPAD).

Origen Tipo lll de gl Media F Sig.

sumade cuadrética

cuadrados

Modelo 158.4332 15 10.562 0.631 0.827
corregido
Interseccién  134133.308 1 134133.308 8013.042 0.000
TS 0.030 1 0.030 0.002 0.966
MO 22.034 3 7.345 0.439 0.727
IN 82.687 1 82.687 4.940 0.033
TS * MO 3.905 3 1.302 0.078 0.972
TS* IN 2.430 1 2.430 0.145 0.706
MO * IN 18.191 3 6.064 0.362 0.781
TS*MO *IN 29.155 3 9.718 0.581 0.632
Error 535.660 32 16.739
Total 134827.400 48
Total 694.093 47
corregido

a. R al cuadrado =.228 (R al cuadrado ajustada =-.133)

Nota: MO: factor materia orgénica, IN: factor inoculacion, TS: factor tipo de suelo.
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Cuadro 54. Prueba de efectos inter-sujetos de la variable dependiente volumen radical (cm?).

Origen Tipo lll de gl Media F Sig.

sumade cuadratica

cuadrados

Modelo 19.5802 15 1.305 14.371 0.000
corregido
Interseccién 1144.653 1 1144.653 12601.688 0.000
TS 6.021 1 6.021 66.284 0.000
MO 4.407 3 1.469 16.171 0.000
IN 8.333 1 8.333 91.743 0.000
TS * MO 0.236 3 0.079 0.865 0.469
TS* IN 0.441 1 0.441 4.853 0.035
MO * IN 0.060 3 0.020 0.220 0.882
TS *MO * IN 0.082 3 0.027 0.303 0.823
Error 2.907 32 0.091
Total 1167.140 48
Total 22.487 47
corregido

a. R al cuadrado =.871 (R al cuadrado ajustada = .810)

Nota: MO: factor materia organica, IN: factor inoculacion, TS: factor tipo de suelo.

Cuadro 55. Prueba de efectos inter-sujetos de la variable dependiente longitud de raiz (cm).

Origen Tipo lll de gl Media F Sig.

sumade cuadratica

cuadrados

Modelo 5918.1262 15 394.542 159.787 0.000
corregido
Interseccion 35002.801 1 35002.801 14175.957 0.000
TS 1817.941 1 1817.941 736.257 0.000
MO 587.274 3 195.758 79.281 0.000
IN 3165.501 1 3165.501 1282.012 0.000
TS * MO 46.018 3 15.339 6.212 0.002
TS* IN 231.441 1 231.441 93.732 0.000
MO * IN 65.984 3 21.995 8.908 0.000
TS *MO * IN 3.967 3 1.322 0.536 0.661
Error 79.013 32 2.469
Total 40999.940 48
Total 5997.139 a7
corregido

a. R al cuadrado =.987 (R al cuadrado ajustada = .981)

Nota: MO: factor materia organica, IN: factor inoculacion, TS: factor tipo de suelo.
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