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INOCULACION DE RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO
VEGETAL EN PEPINO (Cucumis sativus L.)

RESUMEN

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) estimulan el crecimiento y
rendimiento de algunos cultivos a través de mecanismos como: sintesis de fitohormonas,
fijacion de nitrogeno, solubilizacion de fosfatos, produccion de siderdforos y control de
fitopatogenos. EIl objetivo central de este trabajo fue evaluar la respuesta de pepino
(Cucumis sativus L.) a la inoculacion con RPCV. Para cumplir con este objetivo se
realizaron cinco experimentos. El primero consistio en determinar el efecto de la
inoculacion de cuatro cepas de rizobacterias: Pseudomonas tolassi (P61), P. tolassi (A46),
Bacillus pumilus (R44) y Microbacterium paraoxydans (P21) en el crecimiento de
plantulas de pepino. El tratamiento donde se coinocularon las cepas A46+R44 tuvo la
mayor altura de plantula (32.33 cm) y area foliar (237 cm?), mientras que los tratamientos
R44 y P21+P61 obtuvieron los valores mas altos de longitud de raiz con 11.23 y 9.93 cm,
respectivamente. El segundo experimento se llevd a cabo para evaluar la respuesta del
rendimiento de pepino a la inoculacién con rizobacterias bajo un sistema de fertirriego. Los
tratamientos utilizados fueron tres cepas (A46, P61 y R44) y un testigo sin inoculacion en
combinacion con tres dosis de fertilizante. Las plantas que fueron inoculadas con la cepa
P. tolaasii (A46) con una dosis de fertilizante del 100% fueron las que obtuvieron el mayor
crecimiento y rendimiento en comparacion con el testigo. A dosis cero de fertilizante la
inoculacién incrementd el rendimiento, pero al aumentar la dosis de fertilizante a 50% la
respuesta en el rendimiento de las plantas a la inoculacion disminuyé , y al 100% de
fertilizante la inoculacion no aumenté el rendimiento en tratamientos como P61 y R44, no
obstante el tratamiento A46 mostrd solo un pequefio incremento. EIl objetivo del tercer
experimento fue evaluar el efecto de la inoculacion con una cepa de RPCV en la calidad de
fruto de pepino bajo tres regimenes de fertilizacion (100%, 50% y 0%). La inoculacion
favorecio los solidos solubles totales y aumentd ligeramente la acidez del fruto, ademas las
plantas inoculadas presentaron frutos con mayor cantidad de fésforo en comparacion con el
testigo. El cuarto experimento consistio en evaluar la capacidad antagénica de cuatro cepas
de rizobacterias contra Fusarium oxysporum Y Alternaria sp. Las dos cepas de P. tolaasii
(A46 y P61) inhibieron el crecimiento de F. oxysporum (36.5 y 20 % respectivamente) y
Alternaria sp. (53.8 y 55.4 %, respectivamente) mientras que las otras dos cepas
bacterianas no tuvieron efecto sobre el crecimiento de los hongos. El objetivo del dltimo
trabajo fue realizar un andlisis econdmico-financiero de la produccion de pepino en
invernadero basado en fertilizacion mineral y biofertilizantes. Para lo cual se llevé a cabo
un analisis financiero de la produccion de pepino con base a un 100% de fertilizacion
mineral, los costos fueron los representativos para el Valle de Mexicali. El ingreso total
neto para la produccion de pepino basado en fertilizante mineral+biofertilizante fue 25%
mas alto que el tratamiento de fertilizacion mineral, indicando que la inoculacion de
rizobacterias, desde un punto de vista econdmico es rentable.

Palabras clave: Trasplante, hortalizas, calidad de fruto, antagonismo, analisis econémico-
financiero.



INOCULATION WITH PLANT GROWTH PROMOTING BACTERIA IN
CUCUMBER (Cucumis sativus L.)

ABSTRACT

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) stimulate growth and yield of some crops
through several mechanisms such as synthesis of phytohormones, nitrogen fixation,
solubilization of phosphates, siderophore production and control of plant pathogens. The
main objective of this study was to evaluate the response of cucumber (Cucumis sativus L.)
to inoculation with PGPR. Five experiments were conducted in Mexicali, Baja California;
the first one was carried out in order to determine the effect of four strains of rhizobacteria
(Pseudomonas tolassi (P61), P. tolassi (A46), Bacillus pumilus (R44) and Microbacterium
paraoxydans (P21)) on cucumber seedling growth. Treatment with strains A46+R44 had
the highest seedling height (32.33 cm) and the biggest leaf area (237 cm?), while the
treatments R44 and P21+P61 had higher values of root length with 11.23 and 9.93 cm,
respectively compared with the control. The second experiment was conducted to evaluate
yield response of cucumber to inoculation with PGPR under a fertigation system. The
treatments consisted in three rhizobacteria strains (A46, P61 and R44) and a control without
inoculation, all of them with three doses of fertilizer (0, 50 and 100 % of full fertilization
rate). Plants inoculated with P. tolaasii (A46) under a fertilizer dose of 100%, had the
highest growth and yield. At level of zero fertilizer inoculation increased plant yield, but
when the fertilization increased at 50% of the full rate plant yield response to inoculation
decreased, and at 100% of full fertilizer rate yield response to inoculation with strains P61
and R44 was not significant, except with A46 which showed only a light effect. The
objective of the third experiment was to evaluate the effect of inoculation with a strain of
PGPR on fruit quality of cucumber at three fertilization regimes (0, 50 and 100% of full
rate) under a fertigation system. Inoculation significantly increased total soluble solids and
had slightly effect on fruit acidity, also fruits of inoculated plants showed greater levels of
phosphorus compared with the control. The objective of the fourth experiment was to
evaluate the antagonistic capacity of four strains of PGPR against Fusarium oxysporum and
Alternaria sp. Both strains of P. tolaasii (A46 and P61) inhibited mycelial growth of F.
oxysporum (36.5 and 20% respectively) and Alternaria sp. (53.8 and 55.4% respectively)
while the other two bacterial strains had no effect on fungal growth. The aim of the last
work was to conduct a financial and economic analysis of the production of greenhouse
cucumber based on mineral fertilizers and combinations of biofertilizers+fertilizers. The
financial analysis of cucumber production was based on a 100% mineral fertilization and
estimated costs were representative of the Mexicali Valley. The total net income for the
production of cucumber based on mineral fertilization+biofertilizer was 25% higher than
mineral fertilizer, indicating that the inoculation of rhizobacteria at 100% of the fertilization
rate is economically profitable.

Keywords: Transplanting, vegetables, fruit quality, antagonism, economic and financial
analysis.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

Los fertilizantes son componentes esenciales en la agricultura moderna, ya que
proporcionan los nutrientes que las plantas necesitan, sin embargo, el uso excesivo de éstos
causan dafios en el ambiente (Adesemoye et al., 2010). Un ejemplo de lo anterior es la “zona
muerta” del Golfo de México, donde el exceso de fertilizantes es lixiviado y llevado a la
desembocadura del rio Mississippi causando una area sin vida (Adesemoye et al., 2009). Los
fertilizantes en la actualidad son energéticamente costosos y su produccion requiere el uso de
combustibles fosiles que contribuyen a la emisién de gases de efecto invernadero (Mia et al.,
2010). Ademas el uso excesivo de éstos contribuye al deterioro de la calidad del suelo, siendo
esto claramente insostenible (Kang et al., 2009), por lo que se tienen que buscar alternativas para
tener una agricultura mas sustentable que incrementen el aprovechamiento de los fertilizantes, ya
que en la actualidad la mayor parte se lixivia (aproximadamente 40% del nitrogeno, entre 50% y
60% del fosforo y40% potasio), situacién que constituye un problema agronémico, econémico y
ambiental no resuelto en los sistemas de cultivos tradicionales (Suniaga et al., 2008).

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) pueden mejorar la capacidad
de absorcion de nutrientes, favorecer la germinacion de semillas (Gul et al., 2008), estimular el
crecimiento y el rendimiento de cultivos como pimiento y tomate (Mena-Violante y Olalde-
Portugal, 2007) y mejorar la calidad de fruto en su apariencia (tamafio, forma, color, brillo),
textura (firmeza, frescura), sabor, y valor nutritivo (Aghili et al., 2009). Ademas, las RPCV son
importantes en el reciclaje de nutrientes, en la descomposicion de materia organica y en la
estructura del suelo (Shen et al., 2008). En la actualidad la diversidad RPCV ha sido alterada por

el aumento de la fertilizacion quimica y por el uso intensivo de la tierra (Shen et al., 2010).



El cultivo de pepino es uno de los mas importantes a nivel mundial (Eifediyi y Remison,
2010); por ejemplo, en México es uno de los méas rentables con un valor promedio de la
produccién de 1331.6 millones de pesos; no obstante, este cultivo demanda alta cantidad de
fertilizantes (Mohammadi y Omid, 2010). Son muy pocos los estudios enfocados a la utilizacion
de RPCV en este tipo de cultivos (Han et al., 2006). Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion
fue evaluar la inoculacién de RPCV en pepino, manejado en un sistema protegido en el Valle de
Mexicali con diferentes niveles de fertilizacion quimica, asi mismo realizar la evaluacion
econdmica-financiera de la produccién de pepino basado en fertilizacibn mineral y en la

inoculacién con rizobacterias.



CAPITULO 2
OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la respuesta de pepino (Cucumis sativus L.) a la inoculacion con rizobacterias

promotoras del crecimiento vegetal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el efecto de la inoculacion de rizobacterias en la calidad de plantulas de

pepino.

e Evaluar la respuesta de pepino (Cucumis sativus L.) a la inoculacion con rizobacterias

promotoras del crecimiento vegetal en un sistema de fertirriego bajo invernadero.

o Evaluar el efecto de la inoculacion con rizobacterias en la calidad de los frutos de pepino
(Cucumis sativus L.).
e Evaluar la capacidad antagonica de cuatro cepas de rizobacterias contra Fusarium

oxysporum y Alternaria sp. en pruebas de cultivo dual en condiciones in vitro.

e Realizar un analisis econdmico-financiero de la produccién de pepino en invernadero

basado en fertilizacion mineral y aplicacion de biofertilizantes.



HIPOTESIS GENERAL

e La inoculacién de rizobacterias promotoras de vegetal aumentard el crecimiento y

rendimiento de pepino (Cucumis sativus L.).

HIPOTESIS ESPECIFICAS

e Lainoculacion de rizobacterias mejora la calidad de plantulas en relacion a su crecimiento

y nutricion mineral.

e Las dosis de fertilizacion mineral en Cucumis sativus L. pueden reducirse con el uso de

bacterias promotoras del crecimiento vegetal sin detrimento del rendimiento.

e Lainoculacion de rizobacterias mejora la calidad de fruto en pepino (Cucumis sativus).
e Las cepas de de rizobacterias usadas en el presente estudio tienen actividad antagonista

contra Fusarium oxysporum y Alternaria sp.

e Los beneficios economicos-financieros seran mayores al usar rizobacterias promotoras del

crecimiento en Cucumis sativus en comparacion con el uso de la fertilizacién quimica.



CAPITULO 3
REVISION DE LITERATURA

3.1. Rizosfera

El suelo es uno de los recursos mas utilizados en la agricultura para satisfacer las
necesidades de alimento de la poblacion; ademas de su gran complejidad y debido a su estructura,
funcion y a la forma en que sus componentes bioldgicos y minerales se organizan, el suelo
presenta diferentes regiones funcionales (Rodriguez, 2007). Una de estas regiones esta dada por
el area de influencia de la raiz conocida como rizosfera que a menudo se divide en dos &reas: la
mas interior localizada en la superficie de las raices (rizoplano) y la rizosfera exterior que
corresponde al suelo adyacente (Alexander, 1994), las cuales constituyen de 2% al 3% del
volumen total del suelo (Badalucco yNannipieri, 2007).

La rizosfera estd conformada por el sistema radical desarrollado en el suelo, la capa del
suelo en contacto con ella y la zona de influencia, donde los productos liberados por la raiz y la
dinamica bioldgica y ecoldgica de los microorganismos dan como resultado un microambiente
(Lugtenberg y Kamilova, 2009) la mayoria de estos productos de la raiz son compuestos
organicos y constituyentes normales de las plantas derivados de la fotosintesis y otros procesos
bioldgicos. Los compuestos organicos e inorganicos exudados por las raices estimulan o inhiben
el desarrollo y la actividad de los microorganismos, particularmente bacterias y hongos
(Dobbelaere et al., 2003; Uren, 2007).

Los procesos que se llevan a cabo en esta zona incluyen la transformacion de los
nutrientes, ya que la actividad de los microorganismos facilita el ciclaje y la entrada de nutrientes

a las plantas (Dobbelaere et al., 2003; Egamberdiyeva, 2005; Jorquera et al., 2008); es en la



rizosfera donde se llevan acabo la mayoria de las transformaciones bioldgicas (Jorquera et al.,

2008).

3.2. Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

El uso irracional de agroquimicos y practicas agricolas no adecuadas (Velasco et al.,
2001) ha sido una de las causas del deterioro ambiental (Dobbelaere et al., 2003). Los
fertilizantes aplicados a los cultivos no son aprovechados en su totalidad por éstos; por ejemplo,
se estima que de los fertilizantes que son aplicados al suelo, aproximadamente 40% del
nitrégeno, 50% a 60% del fésforo y 40% potasio no son tomados por las plantas, por lo que éstos
pueden perderse por lixiviacion o arrastrarse junto con las particulas de suelo, situacién que
constituye un problema agronémico, econdmico y ambiental no resuelto en la agricultura
(Suniaga et al., 2008). Para tratar de subsanar este problema, se requiere de tecnologias enfocadas
hacia una agricultura sustentable, como es el uso biofertilizantes (Mena-Violante y Olalde-
Portugal, 2007), dentro de los cuales la utilizacion de rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal (RPCV) es una opcion viable (Dobbelaere et al., 2003).

Las RPCV benefician a la planta a través de diferentes mecanismos, por ejemplo la
fijaciobn de Ny, la produccion de fitohormonas y la liberacion de sideroforos (del griego
“transportador de hierro”), la solubilizacion de fosfato, o la sintesis de enzimas que alteran los
niveles de fitohormonas y control de fitopatdgenos (Brimecombe et al., 2007).

Los géneros de bacterias que realizan este tipo de funciones son representados por
Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas y Burkholderia (Holguin et al., 2003; Glick et

al., 2007).



En algunos estudios el efecto de la inoculacion con RPCV ha sido positivo; por ejemplo,
en lechuga la inoculacion de este tipo de bacterias incrementd hasta 76% la germinacion, ademas
de promover el desarrollo y el crecimiento de las plantas, debido posiblemente a una mejor
absorcion de elementos esenciales como N y P (Diaz et al., 2001). Por otra parte, Dobbelaere et
al. (2003) mencionan que las RPCV estimulan el crecimiento facilitando la entrada de N, P, K asi
como microelementos en la planta.

Las RPCV protegen a las raices de patogenos por medio de la produccion de compuestos
antibidticos y enzimas que inducen la resistencia sistémica. La inoculacion de este tipo de
microorganismos puede prevenir diversas enfermedades como la causada por Phytophthora
infestans (Kokalis—Burelle et al., 2002). Asi mismo, se ha observado que las RPCV pueden
ayudar a las plantas cuando se encuentran bajo un estrés inducido por sequia, salinidad o cuando
las concentraciones de nutrientes son bajas o altas, debido a que incrementan el desarrollo
radical, a través de la produccion de fitohormonas como auxinas y citocininas causando efectos
positivos en las plantas (Yang et al., 2009). Otras cepas de bacterias (Bacillus subtilis y B.
amyloliquefaciens) pueden liberar compuestos organicos volatiles como 3-hydroxy-2-butanona
(acetoina) y 2,3-butanodiol, los cuales promueven el crecimiento e inducen el sistema de

resistencia de las plantas (Ryu et al., 2004).

3.2.1. Fijacion de nitrégeno por RPCV

La atmosfera esta constituida en un 78% de nitrégeno molecular, un gas inerte que no esta
disponible para las plantas (Pefia y Reyes, 2007). La principal fuente de este elemento para las
plantas es la materia organica del suelo (MOS), la cual es oxidada por los microorganismos para

liberar el nitrégeno en forma inorganica. En suelos con poca cantidad de MOS, este proceso no



proporciona a los cultivos cantidades suficientes de nitrégeno inorganico, por lo que la fijacion de
nitrogeno (FBN) adquiere gran importancia como fuente de nitrogeno adicional (Chotte et al.,
2002). La FBN es llevada a cabo por microorganismos que tienen la capacidad de reducir el
nitrogeno atmosférico (N,) a amonio (NH4"), mismo que puede ser utilizado por las plantas,
contribuyendo a mejorar la productividad de los cultivos; cualquier deficiencia en los compuestos
nitrogenados organicos e inorganicos del suelo estimula la fijacion microbiana de N, (Mantilla-
Paredes et al., 2009). Es asi que los microorganismos que fijan nitrégeno son muy importantes
para la sustentabilidad del suelo.

El contenido de nitrogeno en las plantas depende de la disponibilidad del elemento en el
suelo y de la cantidad de N aplicado; cuando este elemento es escaso, el crecimiento se retarda
(Velasco et al., 2001). Por lo que, es necesario buscar alternativas para enfrentar la escasez de
este elemento; una de ellas es el uso de RPCV que fijen N, ya que éstas interactian con las
plantas de dos maneras: promueven un aumento en la movilizacion de los nutrientes y ademas
fijan nitrogeno (Diaz et al., 2001).

La FBN es realizada a través de la enzima nitrogenasa por microorganismos que se
encuentran libres en su habitat natural, y aquellos que establecen simbiosis con leguminosas o
con algunas especies forestales (Dobbelaere et al., 2003); por ejemplo, la simbiosis de rizobios
con leguminosas, puede llegar a fijar hasta 200 kg N ha™ al afio (Supanjani et al., 2006).

Chebotar et al. (2001) mencionan que la interaccion planta-microorganismo puede
mejorar el rendimiento de la planta hasta un 20%. Aun cuando se conoce un gran numero de
bacterias de vida libre o asociativas que fijan N, s6lo algunas destacan por su potencial como

biofertilizantes o como promotoras del crecimiento; entre los géneros mas conocidos estan



Azotobacter, Beijerinckia, Derxia, Azospirillum, Pseudomonas (Diaz et al., 2001) y en el caso de
los microorganismos simbidticos los mas estudiados son los rizobios (Chebotar et al., 2001).

La mayoria de los estudios realizados con la inoculacion de bacterias fijadoras de
nitrégeno han sido en cereales y pastos, donde se han encontrado diversas respuestas: incremento
en el peso seco, floracion y aparicion mas temprana de espigas, incremento en el nimero de
espigas y granos por espiga, plantas mas altas, incremento en el tamafio de la hoja y mayor
germinacion (Egamberdiyeva, 2005). Velasco et al.(2001) encontraron que al inocular
Azospirillum brasilense en tomate de cascara (Physalis ixocarpa) se increment6 el contenido de
nitrégeno en planta de 2% a 3%, y en fruto alrededor de 3%, asi mismo aumentd el area foliar y

la tasa fotosintética en comparacién con el testigo.

3.2.2. Bacterias solubilizadoras de fosfatos

El fésforo (P) es uno de los nutrientes mas importantes y necesarios para las plantas
(Dobbelaere et al., 2003). Sin embargo, parte de este elemento que es aplicado como fertilizante
reacciona con el calcio, el hierro y el aluminio del suelo, quedando inmovilizado como sales
insolubles, sin poder ser utilizado por la planta (Hariprasad y Niranjana, 2009; Jorquera et al.,
2008). Por este motivo, es necesaria la busqueda de microorganismos que incrementen la
solubilizacion del fésforo del suelo y mejoren el desarrollo radical permitiendo mayor absorcion
de nutrientes por las raices de las plantas.

La solubilizacion natural del fosforo mineral es un fendmeno que realizan
microorganismos del suelo (Pérez et al., 2007), los cuales llegan a solubilizar componentes de
fosforo inorganico, fosforo tricélcico, fosforo dicalcico, hidroxipatita y roca fosférica (Farzana et

al., 2007). Las bacterias solubilizan fosfato al producir &cidos organicos como acido citrico,



lactico, succinico y glucénico (la acidificacion libera los fosfatos y cationes de Ca™, Fe™" y Al'*
al suelo) (Hariprasad y Niranjana, 2009). También se puede solubilizar el fosfato por medio de la
enzima fitasa que presentan algunos microorganismos (Jha et al., 2009). Otra forma de llevar a
cabo la solubilizacion del fosforo organico a inorganico, es por medio de la enzima fosfatasa la
cual hidroliza los enlaces organicos fosfatados liberando aniones fosfato a la solucion del suelo
de donde los microorganismos y las raices de las plantas se nutren (Pérez et al., 2007).

Los géneros bacterianos capaces de solubilizar fosfato son Pseudomonas, Mycobacterium,
Micrococus, Bacillus y Flavobacterium (Diaz et al., 2001). El estudio de estos microorganismos
en laboratorio se lleva a cabo en medio de cultivo especifico, cuya base lo constituyen
compuestos fosfatados insolubles tales como fosfato tricalsico [Caz(PO,),] y fitato de sodio
(CsH18Ps024-12Na-H,0), en los que creceran los microorganismos gque son capaces de asimilar
estos compuestos. Una forma de conocer la capacidad de solubilizar el fosfato es por medio de la
medicion del halo que forman las colonias bacterianas al ser sembradas en medios especificos
que contienen fosfato insoluble y que al ir creciendo, éstas van aumentando el tamafio del halo
que forman a su alrededor, asi mismo el pH del medio en el que son sembradas las bacterias
disminuye indicando la produccién de é&cidos, la cual es una accién considerada como
responsable de solubilizar el fosfato (Jha et al., 2009).

Diversos estudios han documentado el beneficio que se obtiene al inocular bacterias
solubilizadoras de fosfatos en plantas cultivadas. Por ejemplo, al inocular Bacillus sp. y adicionar
fertilizantes minerales resulta en un mejor desarrollo de la planta, permitiendo obtener mayores

rendimientos (Dias et al., 2009).
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3.3. Produccién de fitohormonas por RPCV

3.3.1. Bacterias productoras de auxinas

El &cido indol-3-acético (IAA) puede ser producido por microorganismos del suelo, el
cual se conoce como estimulante de la elongacion, la division y la diferenciacion celular (Farzana
et al.,, 2007). Los organismos capaces de sintetizar IAA son Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azospirillum, Alcaligenes, Enterobacter, Acetobacter y Xanthomonas (Barazani y Friedman
1999; Jha et al., 2009). Estas especies sintetizan IAA, principalmente, por la via de indol-3- acido
piravico (IPyA) (Ahmad et al., 2005).

En un estudio realizado con rizobacterias en plantas de tomate donde se inocul6
Azospirillum brasilense en combinacion con Bacillus subtilis se encontrd que la co-inoculacion
de ambos microrganismos no tuvo efectos sinérgicos en el peso seco de las plantas e incluso la
biomasa de la parte aérea fue mas baja con respecto a las inoculaciones individuales de estas
bacterias, aun cuando las dos especies de bacterias tenian la capacidad de producir auxinas; lo
anterior se atribuy6 a que la combinacién de ambos microorganismos alterd la arquitectura de la
raiz, lo que provoco una efecto negativo en el crecimiento (Felici et al., 2008).

La cantidad de IAA que producen las rizobacterias puede estar influenciada por factores
externos como la estructura de la rizosfera, el tipo de planta y su etapa fenoldgica; otro factor
que interviene es la composicion microbiana de la rizosfera, ya que ésta se ve afectada por otros
microorganismos como los protozoarios. Por ejemplo, se ha observado que hay mayor
produccion de 1AA por bacterias, cuando se encuentra presente Acanthamoebae sp. (protozoario

que se alimenta de bacterias), debido a una mayor disponibilidad de nutrientes y ademas el
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forrajeo puede inducir una seleccion en el tipo de bacterias que se encuentran (Vestergard et al.,
2007).

En microorganismos se han propuesto al menos tres vias metabolicas para la biosintesis
del &cido indol acético (IAA) a partir de triptéfano (Trp): la denominada via del indol 3-pirtvico
(AIP), la via indol 3-acetamida (AIM), y la via de la triptamina (Tam) (Figura 3.1). En la primera
via, el AlA es sintetizado a partir del L-triptéfano (Trp), que puede estar libre o formando parte
de proteinas que por accion de una transaminasa (TAM) se transforma en &cido indol pirtvico
(AIP), el cual se descarboxila por accion de una descarboxilasa formandose indol-acetaldehido;
luego actla una oxidasa que lo transforma en acido indolacéetico (Hernandez-Mendoza et al.,
2008). Por otra parte, la via indol 3-acetamida (IAM) ha sido una de las mas estudiadas en
bacterias, principalmente fitopatégenas e involucra la accidén consecutiva de dos grupos de
enzimas: Trp-monooxigenasas responsables de la oxidacion del Trp a indol 3-acetamida, y AIM-
hidrolasas responsables de la subsecuente hidrolisis del precursor a IAA. La tercera via es la
denominada via de la Triptamina, en la que los eventos bioguimicos involucran la conversion
inicial del Trp a triptamina, catalizada por enzimas tipo Trp-decarboxilasas dependientes del
piroxidal fosfato, seguida de la conversion a indol acetaldehido por aminaoxidasas; aungue esta
via esta presente en plantas y hongos se ha encontrado también en bacterias comoBacillus cereus
y Azospirillum brasilense (Kawasaki et al., 1995, Jankiewicz y Acosta-Zamudio, 2003).

Otra forma de sintesis de auxinas en bacterias es a traves de la enzima triptofanasa
(Figura 3.1), que es capaz de hidrolizar y desaminar el triptofano convirtiéndose en indol, &cido

pirdvico y amoniaco como lo muestra la siguiente ecuacion (Watanabe y Snell, 1972):

Triptafano + H; 0

Indol + Piruvato + NHy
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Figura 3.1 Rutas de la biosintesis del &cido indol-3-acético, descritas en bacterias. Diagrama
modificado de Jankiewicz y Acosta-Zamudio (2003).

Aunque las principales vias para la sintesis de la auxina son a partir del triptéfano, en la
actualidad se conoce que algunos géneros de bacterias como Azospirillum sintetizan 1AA
independientes de este aminoacido. Se ha observado que al aumentar la cantidad de tript6fano no
hay un aumento en la cantidad de auxinas, indicando que las bacterias no solo sintetizan IAA a
partir de triptéfano sino a partir de otras fuentes (Lata et al., 2006; Merzaeva y Shirokikh, 2010).
El amonio también es precursor de la biosintesis de IAA ya que cepas como Streptomyces sp. y
Flavobacterium sp., no pueden sintetizar esta auxina si no hay presencia de amonio, esto se debe
a la competencia entre el amonio y el triptéfano; por otra parte el pH Optimo para su sintesis
puede ser de 5.5, aunque Streptomyces sp. presenta la mayor concentracion de auxina a un pH de

9.0 (Merzaeva y Shirokikh, 2010).
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3.3.2. Bacterias productoras de giberelinas

Las giberelinas (GAs) estimulan el crecimiento del tallo de las plantas mediante la
division y elongacion celular, regulan la transicion de la fase juvenil a la fase adulta, influyen en
la iniciacion floral y en la formacion de flores en algunas especies, promueven el establecimiento
y crecimiento del fruto, la germinacion de las semillas y la produccion de enzimas hidroliticas
durante la germinacion (Suzuki et al., 2009). En gramineas por ejemplo, inducen la germinacion,
al desencadenar la produccién de enzimas que desdoblan el almidén en azlcares (Ahmad et al.,
2005).

Se han encontrado 136 GAs en plantas superiores, 28 GAs en hongos y s6lo 4 GAs (GA,
GA3, GA; y GAy) en bacterias (Joo et al., 2009). Las especies de bacterias que sintetizan
giberelinas son Acetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., Flavobacterium sp., Micrococcus sp., Azospirillum sp. y recientemente se ha
encontrado que Burkholderia sp. también sintetiza esta hormona (Bottini et al., 2004). Las
giberelinas producidas por los microorganismos inducen el crecimiento en las plantas. Por
ejemplo, al inocular Bacillus sp. en Alnus glutinosa se encontr6 mayor actividad en el
crecimiento (Gutiérrez-Mafanero et al., 2001) evaluado con base en el tamafio de brote, la altura
y el peso seco de la planta (Kang et al., 2009).

La biosintesis de giberelinas se divide en tres etapas (Figura 3.2), la primera consiste en la
conversion de geranilgeranil difosfato (GGDF) a ent-kaureno, aqui participan dos enzimas
importantes la ent-copalil difosfato sintetasa (CPS) y la ent-kaureno sintetasa (KS) que llevan a
cabo la doble ciclizacion de GGDF (Bottini et al., 2004). La segunda etapa consiste en la sintesis
de GA;, a partir de ent-kaureno, que es catalizada por dos monooxigenasas, las cuales requieren

de NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato en forma reducida) y de oxigeno, y se
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asume que involucra al citocromo 450; estas dos enzimas son la ent-kaureno oxidasa (KO) y
acido ent-kaurenoico oxidasa (KAO), cada una de ellas cataliza tres pasos metabdlicos
consecutivos (Olszewskiet al., 2002). La tercera etapa es a partir del aldehido de GA;, de la cual
se forman todas las giberelinas, primero las de 20 carbonos y luego las de 19 carbonos, estas
ultimas son bioloégicamente mas activas (GA;, GA3, GA4, GA;, GAg3,). Las enzimas de esta
tercera etapa son oxidasas solubles que usan 2-oxoglutarato como sustrato. Estas enzimas
pertenecen a un grupo que no contienen un nicleo hemo con Fe*?. Las reacciones catalizadas por
las dioxigenasas parten del aldehido de GAi, y lleva hacia dos rutas paralelas de
transformaciones: la ruta sin 13-hidroxilacion (GAs, GAz4, GAg, GA4, GA7) 0 a la ruta con 13-

hidroxilacion (GAss, GA44, GA19, GA2, GA1, GA3) (Grochowska y Mejia-Mufioz, 2003).
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Figura 3.2 Ruta de la biosintesis de giberelinas en Azospirillum sp. basado en lo que ocurre en

plantas vasculares y hongos (Bottini et al., 2004).
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3.3.3. Bacterias productoras de citocininas

Las citocininas representan un grupo diverso de compuestos labiles que usualmente estan
en pequefas cantidades en sistemas bioldgicos, intervienen en la division celular, en el desarrollo
de raices, ademas fomentan el crecimiento de las yemas laterales y se oponen asi a las auxinas;
también favorecen la formacion de yemas (Werner et al., 2003). Sin las citocininas
probablemente no habria diferenciacion de dérganos vegetales. Las citocininas se forman en
cualquier tejido vegetal (tallos, raices, hojas, flores, frutos o semillas), aunque se acepta en
general, que en las raices se producen las mayores cantidades de estas hormonas (Dobbelaere et
al., 2003).

En un estudio se indica que 90% de los microorganismos son capaces de sintetizar esta
hormona vegetal, aunque se ha aislado principalmente de microorganismos patogenos (Felici et
al., 2008). La produccion de citocininas por microorganismos al principio se identificé en
bacterias patdgenas como Agrobacterium y Pseudomonas spp.; sin embargo, algunas RPCV
como Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium, Bacillus, y Pseudomonas spp. producen citocininas
[Ribosido de trans —Zeateina (ZR), Dihidrozeateina ribosido (DHZR), Isopentil adenina (IPA)]
(Garcia de Salamone et al., 2001). Ademas, la bacteria purpura fototrépica Chromatium

minutissimum produce citocininas (Serdyuk et al., 2003).

La inoculacion de Bacillus subtilis (cepa con capacidad de producir citocininas),
incremento el peso fresco en hojas y raices de plantas de lechuga, esta respuesta se dio cinco dias
después de la inoculacion de la bacteria. Sin embargo, al final del experimento las raices de las
plantas que fueron inoculadas eran mas cortas (100+5.4 mm) que los controles (126 + 4.1 mm)

mientras que la acumulacion de citocininas en raices fue mayor que en los brotes, de igual
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manera el contenido de pigmentos fotosintéticos aumentd cuando se inoculd Bacillus subtilis, la
clorofila a aumentd 73% y la clorofila B incrementd 93%, mientras que la concentracion de

carotenoides fue 68% mayor que el control (Arkhipova et al., 2005).

3.4. Bacterias productoras de antibiosis

Las plantas han desarrollado defensas directas e indirectas (Pineda et al., 2010). Los
efectos positivos de las RPCV y otros microorganismos benéficos sobre las plantas, involucran
dos mecanismos de accion: la promocion de crecimiento de la planta, y la induccién de la
resistencia sistémica (IRS), que protege a la planta contra diferentes patdgenos y posiblemente
contra algunos insectos (Pineda et al., 2010). El uso de microorganismos para el control biolégico
de enfermedades es una alternativa de los plaguicidas, debido a que los microorganismos liberan
metabolitos secundarios muy cerca de la superficie de los 6rganos de las plantas como los tallos,
las hojas y las raices, en comparacion con los agroquimicos los cuales no siempre actdan
directamente sobre el fitopatdgeno (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

La forma en que las rizobacterias inducen la resistencia sistémica se relaciona con las
respuestas de defensa que originan en las plantas, entre las que destacan la acumulaciéon de
proteinas y enzimas (Nga et al., 2010) que fortalecen la pared celular como la polifenol oxidasa,
la fenilalanina amonio-liasa, asi como la produccidon de fitoalexinas (Wei et al., 1996). También
las peroxidasas estan involucradas en las respuestas de defensa con la generacion y degradacion
de peroxido de hidrogeno (H,0O,). Algunas cepas de Pseudomonas sp. seleccionadas como
antagonistas contra Fusarium y Colletotrichum orbiculare, son capaces de inducir resistencia
sistemica cuando se inoculan en las plantas (Lugtenberg y Kamilova, 2009). Jeun et al. (2004)

encontraron que la inoculacion con RPCV disminuyd hasta 40% las lesiones en frutos de pepino,
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mientras que la utilizacién de quimicos como DL-acido aminobutirico y acido aminosalicilico
redujo hasta 85% las lesiones en los frutos; la baja efectividad de las RPCV puede deberse a que
las condiciones del suelo fueron desfavorables para la colonizacion y sobrevivencia. Por lo tanto,
los factores abidticos pueden ser una causa por lo que las RPCV no siempre presentan una

respuesta positiva en la planta.

3.5. El cultivo de pepino

Las hortalizas ocupan un lugar importante en la economia de México debido a las divisas
que generan. Una de esas hortalizas es el pepino ya que presenta una alta demanda en el mercado
nacional como en el internacional propiciando que los productores implementen este cultivo en
condiciones protegidas (invernadero y malla sombra), principalmente en los estados de Baja
California, Sinaloa y San Luis Potosi (Avendafio y Schwentesius, 2004).

El pepino es la segunda hortaliza exportable por México, después del jitomate, ya que los
costos de produccién de pepino por tonelada son inferiores a otras hortalizas. Sin embargo, para
la exportacion, esta ventaja se pierde en parte debido a los altos costos de empaque y transporte.
En el noroeste del pais, el cultivo de pepino constituye una de las actividades mas importantes,
por el nivel de produccién (Cuadro 3.1), generacion de empleos, cercania a las vias de
comunicacion internacional y al potencial climatico de la zona. Sin embargo, esta actividad ha
enfrentado varias crisis en los afos recientes, entre las que se incluyen la contaminacion del agua
del subsuelo, catastrofes meteorologicas y carteras vencidas, entre otros (Avendafio y

Schwentesius, 2004).
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Cuadro 3.1. Estados de la Republica Mexicana con mayor produccion de pepino de acuerdo a las
estadisticas de SIAP.

Estado 2010 2009 2008
Toneladas hectarea™
Baja California 56.64 52.91 42.47
Baja California Sur 56.77 74.93 54.32
Colima 16.74 16.89 18.85
Guanajuato 27.57 19.67 21.24
Sinaloa 55.1 60.15 53.56
Sonora 32.91 24.54 21.74
Yucatan 42.70 34.91 25.09

Fuente: Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), con informacién de las Delegaciones de la
SAGARPA.

3. 5.1. Requerimientos ambientales

El pepino es una planta anual, con tallo herbaceo rastrero y trepador, y fruto alargado y
cilindrico de céascara lisa mas 0 menos verrugosa, desde varios tonos de verde hasta amarillo
(Fersin, 1979). Desde la germinacién hasta los primeros cortes de sus frutos, generalmente
transcurren 45 a 70 dias dependiendo de las caracteristicas genéticas de la variedad y de las
condiciones ambientales (Sirohi et al., 2005). El cultivo de pepino exige un clima templado
calido con temperaturas de 18° a 25 °C, como éptimas, con una maxima de 32 °C y una minima
de 10 °C. Las semillas germinan mejor a una temperatura entre 21° y 32 °C (Césseres, 1965;
Fersin, 1979). Este tipo de cultivos prefiere suelos fértiles y no muy acidos, donde el pH mas
adecuado oscila entre 6.0 y 6.8 (Céasseres, 1965). El cultivo requiere de altas cantidades de agua,
sobre todo cuando esta en etapa de produccién, ya que con la falta de humedad los pepinos que se
producen son pequefios y presentan deformaciones, asi que lo mas recomendable en sistemas

hidroponico es usar 0.6 L de agua por planta al dia (Sirohi et al., 2005). La siembra debe
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realizarse sobre lineas distantes de 1.3 a 1.5 m y entre semillas debe haber una distancia de 60 cm
(Fersin, 1979).

Los pepinos después de ser cosechados, deben ser seleccionados de acuerdo con las norma de
calidad NMX-FF-023-1982, la cual establece las caracteristicas de calidad que debe cumplir el
pepino destinado al consumo humano (Secretaria de Comercio y Fomento Industrial, 1982).
Entre las especificaciones de la norma, los pepinos deben estar bien desarrollados, enteros, sanos,
frescos, limpios, de consistencia firme, tener forma, color, y olor caracteristicos, estar exentos de
humedad exterior, practicamente libres de descomposicién o pudricién, libres de defectos de

origen mecanico, entomolégico, microbiolédgico y genético-fisioldgico.

3.6. Justificacion

Las bacterias que habitan en la rizosfera presentan una gran variedad de interacciones con otros
grupos microbianos y con las plantas; influyen en la planta por medio de la adquisicion de
nutrientes y estimulacion del crecimiento de la raiz, entre otras. Las rizobacterias son una
alternativa para hacer un uso mas eficiente de los fertilizantes quimicos. Por ejemplo, el pepino
se cultiva con altas dosis de fertilizantes por ser un cultivo redituable, esto tiene un elevado costo
econdémico y ambiental.

Por otra parte son pocos los estudios en México enfocados al uso de inoculantes bacterianos para
promover el crecimiento de pepino, debido al limitado conocimiento de las bondades de estas
rizobacterias. Por ejemplo, en el Valle de Mexicali se ha iniciado el uso de biofertilizantes
enfocados principalmente a trigo, por lo que pepino es un cultivo potencial para la utilizacion de
rizobacterias promotoras de crecimiento, donde las condiciones de agricultura protegida podrian

garantizar una mejor respuesta a la inoculacion.
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CAPITULO 4

EFECTO DE CUATRO CEPAS DE RIZOBACTERIAS EN EL CRECIMIENTO Y
NUTRICION DE PLANTULAS DE PEPINO

4.1. RESUMEN

En la actualidad se requiere de plantulas de alta calidad en tamafo, vigor y sanidad que
conduzcan a lograr un buen establecimiento, adaptacion y rapido crecimiento del cultivo. El
objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la inoculacion de cuatro cepas de
rizobacterias: Pseudomonas tolassi (P61), P. tolassi (A46), Bacillus pumilus (R44) y
Microbacterium paraoxydans (P21) en plantulas de pepino. El experimento se establecié en un
disefio completamente al azar bajo condiciones de invernadero con 10 tratamientos de
inoculacion que incluyd las cepas bacterianas, las combinaciones por pares entre ellas y un
testigo sin inoculacion, con 12 repeticiones cada uno. La inoculacion de bacterias se realizd
mezclando el indculo correspondiente con el sustrato (peat moss) en una relacion 1:10 p/p. Una
vez que las macetas se llenaron con el sustrato se sembraron las semillas de pepino var. Alcazar.
A los 30 dias se evaluo la altura, el didmetro de tallo, la longitud de raiz, el contenido relativo de
clorofila, el area foliar, el peso seco de planta, y el contenido de NO3, K"y PO,*” en tallos. El
tratamiento inoculado con las cepas A46 y R44 present6 la mayor altura de plantula (32.33 cm)
en comparacion con el testigo; en cuanto a longitud de raiz los tratamientos R44 (11.23 cm) y
P21+P61 (9.93 cm) tuvieron los valores mas altos en comparacion con el testigo. En el area foliar
el tratamiento inoculado con las cepas A46 y R44 (237 cm?) presentd los valores mas altos en
comparacion con los otros tratamientos, de igual manera sucedié con el peso seco. En relacion al
contenido de fosforo las plantas inoculadas con P. tolaasii (cepas A46 y P61), fueron las que
presentaron los valores mas altos en comparacion con el testigo. Los resultados sugieren que la
inoculacion en pepino es una alternativa para obtener plantulas de calidad y mejor nutridas que

soporten el estrés provocado por el trasplante.

Palabras clave: Inoculacion, rizobacterias, calidad de plantulas, hortalizas, transplante.
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CHAPTER 4

EFFECT OF FOUR RHIZOBACTERIA STRAINS ON GROWTH AND NUTRITION OF
CUCUMBER SEEDLINGS

4.2. ABSTRACT

Farmers currently require high seedling quality in size, vigor and health in order to get a better
establishment, adaptation, and rapid plant growth in the field. The aim of this study was to
determine the effect of inoculation of four strains of rhizobacteria: Pseudomonas tolassi (P61), P.
tolassi (A46), Bacillus pumilus (R44) and Microbacterium paraoxydans (P21) on cucumber
seedling growth. The experiment was established in a completely randomized design with 10
treatments of inoculation which included four bacterial strains, their pair combinations among
them and a control without inoculation, with 12 replicates each of them. Inoculation was
performed by mixing the bacterial inoculum with the growth substrate (peat moss) in a ratio of
1:10 w/w. Pots were filled with the substrate and seeds of cucumber cv. Alcazar were sown on
each one. At 30 days after planting seedling height, stem diameter, root length, relative
chlorophyll content, leaf area, dry weight, and content of NO3, K* and PO,> in stems were
evaluated. The inoculated treatment A46+R44 had the highest seedling height (32.33 cm) and the
biggest leaf area (237 cm?), and treatments R44 and P21+P61 had the highest values of root
length (11.23 and 9.93 cm, respectively). Regarding phosphorus content plants inoculated with P.
tolaasii (strains A46 and P61) showed higher values compared with the control. These results
suggest that inoculation with PGPR in cucumber is a good option to obtain cucumber seedlings

with high quality for transplanting in the Mexicali Valley.

Keywords: Inoculation, rhizobacteria, seedling quality, vegetables, transplanting.
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4.3. INTRODUCCION

Los fertilizantes quimicos son esenciales en la agricultura moderna ya que aportan los nutrientes
requeridos por las plantas; sin embargo, su uso excesivo ha causado un deterioro en el ambiente,
ademés que no todo el fertilizante es aprovechado por las plantas (Adesemoye et al., 2010;
Avendafio y Schwentesius, 2004). El uso de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
(RPCV) es una alternativa a la aplicacion de fertilizantes quimicos (Adesemoye et al., 2009;
Lugtenberg y Kamilova, 2009; Deepa et al., 2010). Las RPCV colonizan la rizosfera e
incrementan el crecimiento de las plantas (Yang et al., 2009), a través de la fijacion de nitrégeno,
la produccién de sideréforos, la solubilizacion de fosfatos y la produccion de fitohormonas
(auxinas, giberelinas y citocininas) (Ahmad et al., 2005; Joo et al., 2009); también se ha
observado que la produccion de antibidticos y enzimas por estos microrganismos disminuye la
incidencia de enfremedades (Kokalis—Burelle et al., 2002; Glick et al., 2007; Yang et al., 2009).

Diaz et al. (2001) encontraron que la inoculacion con RPCV incrementd la germinacion de
semillas de lechuga hasta un 76% y ademas, observaron un efecto positivo en el desarrollo de la
raiz y de la parte area de las plantas. Asi mismo,la utilizacion de RPCV en jitomate mejoro la
calidad del fruto (Mena-Violante y Olalde-Portugal, 2007), y la cantidad de fosforo disponible en
la rizosfera (Hariprasad y Niranjana, 2009) y en maiz aumento el contenido foliar de nitrégeno,
fosforo y potasio (Egamberdiyeva, 2007). No obstante, el efecto positivo de la inoculacion
dependerd de la especie vegetal, la cepa de RPCV utilizada y las condiciones climaticas
(Adesemoye et al., 2008; Hassen y Labuschagne, 2010). En el cultivo de pepino la inoculacion
con Burkholderia sp. incrementd el peso fresco de la planta y mejoro la calidad del fruto en

cuanto al contenido de proteinas y aztcares solubles (Kang et al., 2010).
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La inoculaciéon con RPCV ayuda a la planta a tolerar el estrés provocado por el trasplante, dando
como resultado que las plantas inoculadas tengan un mayor porcentaje de sobrevivencia (Yan et
al., 2003; Ali et al., 2009; Jing et al., 2010). Esta capacidad de las RPCV para mejorar la
tolerancia al estrés es particularmente util en areas con altas temperaturas, ya que pueden ser
afectadas severamente al momento del trasplante; por lo que plantulas vigorosas con un
crecimiento radical abundante pueden tolerar mejor el estrés causado por el trasplante y reanudar
rapidamente su desarrollo normal (Preciado et al., 2002).

La produccidn de hortalizas en sistemas intensivos es una actividad altamente demandante
de fertilizantes quimicos (Avendafio y Schwentesius, 2004), ademas por representar un sistema
productivo en regiones de condiciones de altas temperaturas como es el caso del Valle de
Mexicali, Baja California. La implementacion de los inoculantes bacterianos, representa una
alternativa para la produccion de planttlas de buena calidad que garantizan su establecimiento, y
que puede reducir los costos de produccién, ya que a nivel regional la produccion de planta de
trasplante la realiza generalmente el productor, aunque también tiene la opcion de adquirir las
plantas en empresas establecidas en la zona costera del estado a precios que fluctian entre $1.10
y $1.20, dependiendo del precio de la semilla.

El objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto de la inoculacion de
RPCV en plantulas de pepino.

4.4. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las semillas de pepino (Cucumis sativus cv Alcazar), fueron desinfectadas superficialmente con

hipoclorito de sodio al 2% por 30 s, y posteriormente lavadas con agua destilada estéril. Estas
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semillas fueron sembradas en macetas que contenian 100 g de peat moss (marca Premier®)

previamente esterilizado por dos por cuatro horas en dos diase inoculado.
Material microbioldgico

Se utilizaron las cepas Pseudomonas tolaasii (A46), Microbacterium paraoxydans (P21),
Pseudomonas tolaasii (P61) y Bacillus pumilus (R44), obtenidas del cepario del Laboratorio de
Microbiologia del Colegio de Postgraduados (Montecillo, Estado de México). Cada una de las
cepas fueron crecidas en caldo nutritivo a 24°C por 72h hasta obtener una concentracion
bacteriana de 1X10° UFC mL™. Después cada inéculo bacteriano fue mezclado con turba estéril
y neutra en proporcion 1:3 v/p. Los inoculantes asi obtenidos se incubaron por dos semanas a
28°C. La carga bacteriana final en la turba impregnada con los inéculos fue en promedio de

5X10° UFCg™.
Tratamientos

Los 12 tratamientos evaluados consistieron de los inoculantes individuales y combinado
de cuatro cepas de bacterias (A46, P21, P61, R44, A46+P21, A46+P61, A46+R44, P21+P61,
P21+R44, P61+R44) y de un testigo sin inocular. ElI experimento se establecié en un disefio
experimental completamente al azar bajo condiciones de invernadero. Cada tratamiento conto
con 12 repeticiones considerando una maceta por repeticién. El in6culo sélido se mezcl6 con peat
moss (marca Premier®) en una relacion 1:10 p/p, de la cual previamente se habia esterilizado.
Con este sustrato inoculado se llenaron las macetas y en seguida se sembraron las semillas; se
adicion0 periédicamente agua destilada para mantener la humedad. Las plantas fueron regadas
con 100 mL de solucion nutritiva Long Ashton(Hewitt, 1966), a partir del dia 18 después del

establecimiento del experimento.
31



Variables evaluadas

Se llevo acabo un muestreo a los 30 dias después de la siembra en el que se midi6 altura
de planta, el didmetro de tallo, la longitud de raiz, y el contenido relativo de clorofila en hojas con
un equipo SPAD-502 (Minolta, Japan), en el que se considerd la hoja méas recientemente madura,
y el area foliar con un medidor marca LICOR (LI 3000, Inc. Lincoln, NE, EUA). También se
cuantifico el peso seco de raices y de la parte aérea, para lo cual el material vegetal se coloco en
un hornoa 70° C por 72 h.

El tallo de tres plantulas por tratamiento se macero hasta obtener un volumen de 1000 pL,
de extracto celuar posteriormente se determind el contenido deK™ con un iondmetro marca
Horiba (Spectrum Technologies, Inc.) modelo C-131 con rango de 5 a 4900 ppm, el contenido de
NO;3se determind con un ionémetro marca Horiba (Spectrum Technologies, Inc.) modelo C-141
con rango de 4 a 6200 ppm, y el contenido de fosfatos se determind con un espectrofotdmetro
marca Hanna modelo H193713 con rango de 0.0 a 15.0 mg L™,

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico SYSTAD 10.2 (Systat Software

Inc., California, USA) en los cuales se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) y se hizo una

prueba de comparacién de medias (Tukey, 0=0.05).

4.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los tratamientos inoculados con la cepa R44, y con las combinaciones entre las cepas
A46+R44 y P21+P61 tuvieron el mayor crecimiento de plantulas, area foliar, longitud de raiz y
peso seco (Cuadro 4.1). Dos de las cepas usadas (A46 y P61) pertenecen al género Pseudomonas;
se ha reportado que este genero posee la propiedad de estimular la germinacion de semillas,
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acelerar el crecimiento de las plantas especialmente en sus primeros estadios, incrementar la
formacion de raices y pelos radicales, y tener una alta capacidad de colonizar cualquier sistema
radical de plantas (Dobbelaere et al., 2003; Cassan et al., 2009), en situaciones de estrés en la
planta, las rizobacterias de este género mejoran algunos parametros tales como: germinacion y el
crecimiento en plantas (Felici et al., 2008; Ashrafuzzaman et al., 2009). De la misma manera la
inoculacion con bacterias del género Bacillus promueve el crecimiento, la vitalidad y la
capacidad de las plantas en hacer frente a algunos patégenos, dando como resultado mayor
rendimiento (Wahyudi et al., 2011).

Por otra parte se observo que algunas combinaciones entre cepas (A46-P21 y A46-P61)
no estimularon el crecimiento, probablemente se debié a que las cepas de rizobacterias
inoculadas no fueron eficientes en colonizar la raiz o competieron entre ellas y por lo tanto no
causaron efectos positivos en el crecimiento de la planta (Felici et al., 2008).

En relacion al contenido relativo de clorofila no se encontraron diferencias significativas
(datos no mostrados). Sin embargo, en otros estudios se ha observado que la inoculacion con
Trichoderma harzianum aumenta el contenido de clorofila en pepino (Yedidia et al., 2001;
Dimkpa et al.,2009). La posible explicacion del nulo efecto de la inoculacion en el contenido de
clorofila probablemente se debi6 al corto tiempo (30 dias) que duro el experimento y por lo cual

no se encontrd una respuesta.
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Cuadro 4.1. Efectos de la inoculacion de cepas de rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal en las respuestas de crecimiento de plantulas de pepino (Cucumis sativus cv. Alcazar) 30

dias después de la siembra.

. , i . . . ,. Pesoseco total
Tratamiento Altura de plantula (cm) Longitud de raiz (cm) Area foliar (cm®)

(9)
A46 23.00 e 8.33b 111.48 e 0.243d
P21 22.17¢e 8.57b 121.70 e 0.333b
P61 15.90d 8.23b 116.18 e 0.288d
R44 28.50 b 11.23 ab 180.70 b 0.318b
A46+P21 20.17 e 8.47b 147.71d 0.293c
A46+P61 20.00 e 7.93b 130.47 e 0.302b
A46+R44 32.33a 8.83b 237.00 a 0.403?
P21+P61 29.33b 9.93ab 209.89 ¢ 0.290c
P21+R44 24.33 ed 7.77b 108.16 e 0.305b
P61+R44 23.67 ed 7.70b 66.17 f 0.291c
Testigo 19.78 e 5.07c 98.39 e 0.240d

A46= Pseudomonas tolaasii, P21= Microbacterium paraoxydans, P61= Pseudomonas tolaasii,R44= Bacillus
pumilus. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey, o= 0.05). n= 3.

Las concentraciones de nitratos (NOg3’) en tallos de plantas inoculadas con la cepas R44 y
A46 fueron las mas altas con 1.35 y 1.34 g L™, respectivamente (Figura 4.1), mientras que el
testigo tuvo un valor de 0. 30 g L™. Esto sugiere que el incremento en longitud radical causado
por la inoculacién de las cepas R44 y A46 permitié mayor absorcion de nutrimentos, lo que se ve
reflejado en una concentracion alta de nitratos en tallos en comparacién con el testigo. Lo cual
concuerda con Deepa et al. 2010, quienes mencionan que el mayor desarrollo radical conduce a
una mayor superficie de raiz, dando como resultado una mejor nutricion en las plantas, y por lo

tantoque esto es un factor clave en la promocion del crecimiento inducido por RPCV.
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Por otra parte, la mayor concentracion de potasio correspondié a los tratamientos donde se
aplicaron las combinaciones entre las cepas bacterianas, mientras que en donde so6lo se inoculo
cepas individuales y en el testigo no se encontraron diferencias estadisticas (Figura 4.1). Lo
anterior puede deberse al sinergismo entre cepas dando como resultado mayor absorcion de
potasio en las plantulas. Muchos microorganismos en el suelo son capaces de solubilizar el
potasio, principalmente los pertenecientes al género Bacillus, y convertirlo a formas mas
asimilables para las plantas (Ordookhani et al., 2010). Ademas se ha encontrado que la
inoculacion con Bacillus, aumenta la disponibilidad y el contenido de potasio en la planta (Han

et al., 2006).

Poblacién microbiana ( Log UFC)
o = N w » (6]

Figura 4.1. Efecto de la inoculacion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal en la
concentracion de NOz y K™ en tallos de plantulas de pepino. n = 3, I=Error estandar.
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Las RPCV tienen la capacidad de convertir el fosforo no asimilable a formas mas
disponibles para las plantas (Dastager et al., 2011). La inoculacién con rizobacterias que tienen la
capacidad de solubilizar fosforo, aumenta la concentracion de éste en la planta (Martin et al.,
2003; Hariprasad yNiranjana, 2009). En el presente estudio se observé que la sola inoculacion de
las cepas A46 y P61(Pseudomonas tolaasii) aumentd la concentracion de fésforo en los tallos de
las plantulas (Figura 4.2). Lo anterior puede deber a que la solubilizacién de fosfato en el suelo
causando por las cepas de rizobacterias condujo a una mayor absorcion de fosforo en plantas

(Martin et al., 2003).

35 -

30

25 A
20 -
15 A
10 A
5 -
0 -

Tratamientos

mg L1

T2d+9vv
19d+9vV
rd+ovv
T9d+Ted
vrya+12d
Yrd+19d

obnsa |

Figura 4.2. Efecto de la inoculacion de cepas de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal

en la concentracion de fosforo en tallos de plantulas de pepino. n= 3, I= Error estandar.
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El impacto de la inoculacion de microorganismos en cultivos de grano es ampliamente
conocido (Bastian et al., 1998; Glick et al., 2007; Trivedi et al., 2005; Joo et al., 2009; Hassen y
Labuschagne, 2010). Sin embargo hay pocos estudios enfocados a cultivos horticolas como
pepino. El presente trabajo fue uno de ellos, que se enfoco a la obtencion de plantulas de calidad

usando inoculantes bajo agricultura protegida.

4.6. CONCLUSIONES

La inoculacién de cepas debacterias mejoré el desarrollo radical de plantulas dando como
resultado un aumento en la concentracion de nutrientes como N, P y K, y la obtencién de
plantulas de mayor calidad que estan mas aptas para soportar el estrés provocado al momento del
trasplante, por lo que la inoculacién de rizobacterias es una alternativa en la agricultura
sustentable para obtencion de plantulas de alta calidad en cultivos de transplante; no obstante es
necesario realizar una seleccion de cepas microbianas especificas para cada cultivo y regién, que

conduzcan tener resultados positivos en la promocion de crecimiento.
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CAPITULO 5

INOCULACION DE RIZOBACTERIAS EN LA PRODUCCION DE PEPINO BAJO UN
SISTEMA DE FERTIRRIEGO EN INVERNADERO

5.1. RESUMEN

Estudios sobre el efecto de la inoculacion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
(RPCV), en cultivos horticolas son escasos, por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar la
respuesta de pepino (Cucumis sativus L.cv Alcazar.) a la inoculacién con RPCV bajo un sistema
de fertirriego en Mexicali, Baja California. Se utilizaron 12 tratamientos consistentes en tres
cepas de rhizobacterias (Pseudomonas tolaasii (A46) P. tolaasii (P61) y Bacillus pumilus (R44))
y un testigo sin inoculcion bajo tres dosis de fertilizantes (0 %, 50 % y 100 % de la tasa de
fertilizacion) en un sistema de fertirriego; el experimento se estableci6 en un disefio
experimental en parcelas divididas. Se evalud altura de planta en etapa de alméacigo (antes del
transplante) y a los 55 dias después del trasplante se evaluaron las variables: area foliar, altura de
planta y clorofilas (SPAD), asi como nitratos, fosforo y potasio en extracto celular de peciolo, y
rendimiento de frutos. En el muestreo realizado en la etapa de almacigo (25 dias después de la
siembra) las plantulas inoculadas con la cepa P. tolaasii (P61) fueron las que presentaron la
mayor altura. En la etapa de floracidn se encontr6 que el tratamiento inoculado con la cepa A46 y
con una dosis de fertilizante del 100 % obtuvo la mayor &rea foliar (11173.7 cm?) y altura de
planta (253.5 cm), mientras que la mayor concentracion de fosforo (13 mg L™) y nitratos (320 mg
L") en peciolo se encontrd en el tratamiento inoculado con la cepa A46 combinada con una dosis
de fertilizante del 50%. En la dosis cero de fertilizante la inoculacion increment6 el rendimiento,
pero al aumentar la dosis de fertilizante a 50% la respuesta en el rendimiento de las plantas a la
inoculacion disminuyd, y al 100% de fertilizante la inoculacién no aument6 el rendimiento en
tratamientos como P61 y R44, no obstante el tratamiento A46 mostré6 solo un pequefio

incremento.

Palabras clave: Hortalizas, bacterias de la rizosfera, rendimiento, area foliar, fésforo, nitratos.
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CHAPTER 5

INOCULATION OF RHIZOBACTERIA IN GREENHOUSE PRODUCTION OF
CUCUMBER UNDER A FERTIGATION SYSTEM

5.2. ABSTRACT

Studies about the effect of inoculation of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) in
horticultural crops are scarce; the objective of this study was to evaluate the response of
cucumber (Cucumis sativus L. cv Alcazar.) to inoculation with PGPR under a fertigation system
in Mexicali, Baja California. The treatments consisted in three rhizobacteria strains
(Pseudomonas tolaasii (A46), P. tolaasii (P61) and Bacillus pumilus (R44)) and a control without
inoculation, all of them with three doses of fertilizer (0, 50 and 100 % of full fertilization rate).
The experiment was established in a split plot design. Plant height was evaluated at seedbed stage
and the following variables: leaf area, plant height, chlorophyll (SPAD), nitrates, phosphorus and
potassium in cell extract of petiole, and yield were evaluated at 55 days after transplanting. In
seedbed stage, seedlings inoculated with P. tolaasii (P61) had the highest height. In flowering
stage, treatment with strain A46 at fertilizer dose of 100% had the highest leaf area (11173.7 cm
2) and plant height (253.5 cm), while treatment inoculated with strain A46 combined with a
fertilizer rate of 50% had the highest concentration of phosphorus (13 mg L -1) and nitrate (320
mg L-1) in petiole. At level zero of fertilizer inoculation increased the yield, but when doses of
fertilizer increase to 50% yield response to inoculation decreased and at 100% of fertilizer dose

inoculation with strains P61 and R44 did not increase yield, and only lightly with strain A46.

Keywords: Pseudomonas tolaasii, Bacillus pumilus, leaf area, phosphorus, nitrates, vegetables
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5.3. INTRODUCCION

Las préacticas agricolas actuales requieren del uso intensivo de fertilizantes quimicos para
la obtencién de altos rendimientos en los cultivos, dando ademéas como resultado, problemas,
ambientales (Adesemoye et al., 2008;Karakurt et al., 2011). Sin embargo, recientemente han
surgido técnicas agricolas amigables con el ambiente entre las que se encuentran la utilizacion de
biofertilizantes que contienen microorganismos benéficos que sirven para mejorar el crecimiento
vegetal, ademas de suministrar nutrientes y mantener la calidad del suelo sin afectar los
rendimientos (Esitken et al., 2006; Karlidag et al., 2007).

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) representan una amplia
variedad de bacterias del suelo, que cuando se asocian con una planta hospedera estimulan el
crecimiento (Rokhzadi y Toashih, 2011). La forma en que actdan las RPCV aun no se ha
comprendido en su totalidad, pero las funciones méas conocidas se relacionan con: la capacidad de
producir fitohormonas como auxinas, citocininas y giberilinas; la fijacion de nitrégeno, la
solubilizacion de fosfatos y otros nutrientes, el antagonismo contra microorganismos
fitopatdgenos, la produccion de sider6foros, la sintesis de antibidticos, enzimas o metabolitos
fungicidas, y la competencia con microorganismos perjudiciales (Adesemoye et al., 2009;
Karakurt et al., 2011; Rokhzadi y Toashih, 2011).

Para estimular el crecimiento de las plantas, los microorganismos primero colonizan la
rizosfera (Hatzinger y Alexander, 1994) y provocan una respuesta en la planta hospedante (Holl
y Chanway, 1992). Asi mismo, el suelo influye en la colonizacion microbiana de dos maneras, ya
sea por su naturaleza fisico-quimica o por la comunidad bacteriana existente asociada al suelo; la
comunidad microbioldgica nativa del lugar puede ser afectada ya sea positiva 0 negativamente

por la inoculacion de RPCV (Marilley et al., 1998) por lo que las RPCV inoculadas deben
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competir con los microrganismos nativos y sobrevivir en el suelo (Cattelan et al., 1999; Ramos et
al., 2003).

El uso de estos microorganismos benéficos esta dirigido a reducir significativamente el
uso defertilizantes sintéticos en el sector agricola, por lo que su inoculacion puede beneficiar ala
planta mediante el mejoramiento del desarrollo de la raiz ybiomasa, el contenido de nutrientes y
el rendimiento (Amir et al., 2005). Esta biotecnologia en paises en desarrollo es una alternativa
para la obtencidn de mejores rendimientos (Cassan et al., 2009). La inoculacion con RPCV puede
proporcionar hasta el 31% de N que requiere el maiz, 40% de Nque necesitan las plantulas de
palma de aceite; el 20 % del N que demandan las plantas de arroz, y hasta 70% del N requerido
por la cafia de azlcar. La fijacion de nitrdgeno o solubilizacién de nutrientes se incrementa
cuando se aplican bajas dosis de fertilizante en el suelo; en contraste cuando la dosis del
fertilizante es alta se presentan una disminucion de la fijacion de nitrégeno o de la solubilizacion
de nutrientes (Mia et al., 2010). Por lo anterior, la inoculacién de plantas con microorganimos ha
ganado mas importancia, en particular en la horticultura y en la produccion de plantas en vivero
(Erturk et al., 2010).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta de pepino (Cucumis sativus L.) a la
inoculacion con bacterias promotoras del crecimiento vegetal en un sistema de fertirriego en
condiciones de invernadero.

5.4. MATERIAL Y METODOS

Material microbioldgico
Se utilizaron las cepas Pseudomonas tolaasii (A46), Pseudomonas tolaasii (P61), Bacillus
pumilus (R44), obtenidas del cepario del Laboratorio de Microbiologia, del Colegio de

Postgraduados, Montecillo, Estado de México.
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Preparacion del indculo
Cada una de las cepas fue crecida por separado en caldo nutritivo a 24°C por 72h hasta
obtener una concentracién 1X10° UFC mL™ con el fin de usarlas como inéculo en los almécigos.
Tambien se prepard inoculante bacteriano a base de turba, partiendo de cultivos crecidos
de la misma forma sefialada arriba. Los cultivos bacterrianos fueron mezclados cada uno con
turba estéril y neutra (pH 7.0) en proporcion 1:3 v/p. Una vez impregnada la turba con las
bacterias, los inoculantes fueron incubados por dos semanas a 24°C para estimular el

crecimiento; la carga bacteriana en el acarreador fue en promedio de 5X109 UFC mL™.

Anélisis de suelo

Debido a que los suelos de Mexicali son escasos en materia organica y muy arcillosos, al
suelo utilizado se le agreg6 arena y composta en una proporcion 1:3 p/p, respectivamente. A
partir de esta mezcla se llevo a cabo el anélisis del sustrato, del cual se tomaron cuatro muestras
de aproximadamente 250 ¢, considerando cuatro puntos equidistantes en el invernadero. Las
muestras fueron llevadas al laboratorio de Fertilidad de Suelos en el Colegio de Postgraduado;

Campus Montecillo para su andlisis quimico y cuyos resultados se muestran en el cuadro 5.1.

Cuadro 5.1. Andlisis quimico del suelo utilizado en el experimento

Variable Valor
pH (1:2 p/v) H,O 8
Conductividad eléctrica 3dsm™
Materia organica 6 %
Nitrogeno 0.30 %
Fésforo 284 mg Kg *
Potasio 11 cmoles Kg™
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Experimento de invernadero y material vegetal

El experimento se realizo en el Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad
Auténoma de Baja California, en el Valle de Mexicali. Las semillas de pepino (Cucumis sativus
cv. Alcazar) fueron desinfectadas superficialmente con hipoclorito de sodio al 2 % por 30 s, y
posteriormente, lavadas con agua destilada estéril.

Los alméacigos de 128 cavidades se llenaron parcialmente con peat moss (marca
Premier®) esterilizado; y en cada cavidad se coloco una semilla de pepino a la cual se aplicaron 2
mL de la correspondiente suspension bacteriana por semilla, mientras que al tratamiento testigo
se le agregd 2 mL de caldo nutritivo sin bacteria por cavidad.

Las plantulas fueron trasplantadas en el suelo del invernadero a los 25 dias después de la
siembra, realizando una segunda inoculacion con el indculo a base de turba, en proporcion de 1kg
por hectarea.

El experimento se establecid bajo un disefio experimental de parcelas divididas, donde la
parcela grande se refiere a las dosis de fertilizante (sin fertilizante, 50% y 100% de dosis de
fertilizacion recomendada), y la parcela pequefia correspondi6é a la inoculacién con las cepas
bacterianas (tres cepas y el testigo), cuya combinacion da un total de 12 tratamientos, y cada uno
con tres repeticiones. La parcela pequefia contenia un total de 48 plantas, distribuidas en surcos y
distancia entre plantas de 0.50 m, mientras que la parcela grande tenia un total de 192 plantas.

El sistema de riego utilizado fue por goteo, por el cual la dosis de fertilizante fue aplicada
de acuerdo a la etapa fenoldgica del cultivo (Cuadro 5.2). Las plantas fueron conducidas

verticalmente a un solo tallo, y para ello se podaron los brotes laterales.
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Cuadro 5.2. Dosis de fertilizante utilizando durante el experimento

Dosis de fertilizante 100 % (Q) Dosis de fertilizante 50 % (g)
N-P-K Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapal  Etapa?2 Etapa 3
15 dds 30 dds 50 dds 15 dds 30 dds 50 dds

9.2 8.3 83 4.6 4.15 4.15

11-00-00-16Mg
38.5 54.35 31.575

155-00-00-19 CacO; /70 108.7 63.15

36.1 30.3 30.3
13-2-44 12.2 60.6 60.6

15.2 6.65 1153
12-61-00 30.4 13.3 23.06

dds: dias después de la siembra
* La dosis empleada se diluia en 200 L de agua.

Poblacion microbiana nativa del sustrato del invernadero

Antes de establecer el experimento se tomo una porcién de suelo de tres diferentes zonas
del invernadero que se mezclé homogéneamente y de la cual se pesaron submuestras de 10 g que
se colocaron en frascos de vidrio de 90 mL agua destilada estéril. La suspension del suelo se
homogeneiz6 durante 10 minutos, y luego se realizaron diluciones con una micropipeta de 1 mL,
de cada dilucion se tom6 una alicuota de 0.1 mL y se sembré en cajas con medio de cultivo. Para
la cuantificacion de hongos (Agar Papa Dextrosa, PDA) se empleé la dilucién de 10°%; mientras
que las bacterias totales (Agar nutritivo) y bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre (medio de
Rennie), se cuantificaron en la dilucién 10, Para bacterias solubilizadoras de fosfato (medio
Pikovskaya) y actinomicetos (medio Czapek) se usé la dilucién10?y 10 respectivamente. Una
vez que se sembraron las alicuotas de las diluciones en las cajas de medios de cultivo por
triplicado, estas se incubaron a 28°C de 5 a 7 dias, y se realizo el conteo de unidades formadoras

de colonias (UFC), para posteriormente transformar los datos a logaritmo base 10.
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Poblacion bacteriana inoculada en la rizosfera de pepino

Para la cuantificacion de la poblacion de bacterias de la rizosfera en plantas de pepino se
realizaron dos muestreos, el primero a los 25 dias después de la siembra, y el segundo a los 40
dias despues del trasplante. En ambos muestreos se tomo 1 g de suelo adyacente a la raiz de la
planta y se colocO en tubos con 9 ml de agua destilada estéril, y homogeneizd durante 10
minutos, para después realizar diluciones con una micropipeta de 1 mL. Se tomo una alicuota de
0.1mL de la dilucién 10 y se sembré en agar nutritivo para cuantificar las bacterias totales y en
medio Pikovskaya para determinar las bacterias solubilizadoras de fosfato. Se sembraron tres
cajas por dilucion, que fueron incubadas a 28°C durante 7 dias y una vez concluida la incubacion

se realizo el conteo de UFC, para posteriormente convertir los datos a logaritmo base 10.

Variables evaluadas en plantas

Se realiz6 un muestreo a los 55 dias después del trasplante para evaluarla altura de planta,
el didmetro de tallo, el contenido relativo de clorofila en hojas con un equipo SPAD-502
(Minolta, Japan) en el que se considerd la hoja mas recientemente madura y el area foliar
mediante un medidor marca LICOR (LI 3000, Inc. Lincoln, NE, EUA).

La evaluacion del contenido de nitratos, potasio y fosforo se llevo a cabo a partir del
extracto celular de peciolo. Los peciolos de la tercera y cuarta hoja fueron macerados, hasta
obtener aproximadamente 2 mL de extracto, y posteriormente se depositaron unas gotas en los
sensores especificos. Para nitratos se utilizo el iondmetro modelo C-141 (rango de 4 a 6200 ppm)
y para potasio se utilizé el modelo C-131 (rango de 5 a 4900 ppm), ambos de la marca Horiba
(Spectrum Technologies, Inc.). Para la determinacion de fosforo se utilizo el medidor Hanna
modelo HI 93706 con rangode 0.0 a 15.0 mg L™.
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A partir del dia 50 después del trasplante, se llevo a cabo la cosecha de frutos, realizando
cortes cada tercer dia. Y el Gltimo corte se realizd en el dia 70. Las variables evaluadas fueron

rendimiento por planta (kg) y el rendimiento por m? (kg m™).

Anadlisis estadistico
Los datos obtenidos de cada una de las variables fueron analizados mediante el analisis de
varianza (ANOVA) y la prueba de comparacion de medias de Tukey (a= 0.05) utilizando el

paquete estadistico SYSTAD 10.2 (Systat Software Inc., California, USA).
5.5. RESULTADOS Y DISCUSION
Poblacion microbiana nativa del suelo del invernadero

El anélisis microbioldgico del suelo del invernadero mostrd que las bacterias totales, las
fijadoras de nitrégeno de vida libre y los actinomicetos presentaron mayor poblacion que la
poblacién de hongos y de bacterias solubilizadoras de fosfato (Figura 5.1). Olalde y Aguilera
(1998) consideran que una rizosfera alta en bacterias sera cuando en el suelo haya un nimero de
10° y 10" bacterias g™. Comparando esos valores con nuestros resultados, las bacterias del suelo

fueron menores, posiblemente debido a las condiciones del suelo.
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Figura 5.1. Poblacion de microrganismos en el suelo del invernadero antes del establecimiento
del experimento. H= Hongos, BT= bacterias totales, BN= bacterias fijadoras de nitrégeno de vida
libre, BP= Bacterias solubilizadoras de fosfato, y A= actinomicetos. Letras diferentes indican

diferencias significativas (Tukey o= 0.05). n = 3, medias * Error estandar.

Poblacion bacteriana en la rizosfera de pepino en alméacigo

El andlisis microbioldgico de las plantulas de pepino a los 25 dias después de la siembra a
nivel de almécigo, mostré que el tratamiento inoculado con la cepa R44 (Bacillus pumilus)
mostr6 el mayor nimero de bacterias totales, mientras que el tratamiento con la cepa
P61(Pseudomonas tolaasii) tuvo el mayor nimero de bacterias solubilizadoras de fosfato. Por
otra parte, el tratamiento inoculado con la cepa A46 (Pseudomonas tolaasii) presentd el menor
numero de bacterias en comparacion con los tratamientos inoculados, no obstante, presentd
mayor nimero de bacterias solubilizadoras y de bacterias totales en comparacion con el testigo
(Figura 5.2). Lo anterior se puede deber a que la composicion microbiana del suelo depende de

los exudados radicales que libera la planta (Mazzola, 2004), y de la disponibilidad de nutrientes
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(Ibekwe et al., 2010). Por ejemplo, se sabe que el género Pseudomonas tiene la capacidad de
solubilizar las fracciones organicas e inorganicas del fosforo presente en el suelo, por lo que es
uno de los géneros bacterianos mas estudiados con propoésito de la elaboracion de inoculantes

microbianos (Useche et al., 2005).
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Tratamientos de inoculacion de bacterias

Figura 5.2. Poblacion bacteriana presente en la rizosfera de plantulas de pepino en almécigo a los
25 dias después de la siembra. A46 = Pseudomonas tolaasii, P61= Pseudomonas tolaasii, R44=
Bacillus pumilus. T= Testigo (sin inocular). Letras diferentes entre barras indican diferencias

significativas (Tukey a= 0.05). n= 3 repeteciones por tratamiento, medias + Error estandar.

Los tratamientos inoculados con las cepas P61 y A46 que corresponden a la bacteria
Pseudomonas tolaasii, y el tratamiento con la cepa R44 (Bacillus pumilus) presentaron la mayor
altura de plantulas en almacigo en comparacion con el testigo; (Figura 5.3A y B), ya que la
colonizacion por parte de las rizobacterias aumento el nimero de raices, resultado probable de la

secrecion de fitohormonas (EI Zemrany et al., 2007).
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Figura 5.3 Altura de plantulas de pepino (A y B) en almacigo con la inoculacion de tres cepas de
rizobacterias a los 25 dias después de la siembra. A46 = Pseudomonas tolaasii, P61=
Pseudomonas tolaasii, R44= Bacillus pumilus T= Testigo (sin inocular). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a= 0.05). N= 3 repeticiones por tratamiento,

medias + Error estandar.
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En la etapa de floracion a los 40 dias después del trasplante, se encontr6 que el
tratamiento inoculado con la cepa R44 (Bacillus pumilus) en combinacion con la dosis del 0 % de
fertilizante presentd el mayor nimero de bacterias totales (Figura 5.4 A). De igual manera, los
tratamientos R44, P61 y A46 con una dosis de 50 % de fertilizante presentaron mayor nimero de
bacterias totales; mientras que los testigos con 100 % y 50 % de fertilizacion mostraron el menor
numero (Figura 5.4 A).

De manera general, la mayor poblacion de bacterias solubilizadoras de fosfato se observo
en todos los tratamientos inoculados en comparacion con los testigos para cada nivel de dosis de
fertilizante (Figura 5. 4B), lo que siguiere que las rizobacterias correspondientes a las cepas
inoculadas se establecieron en la rizosfera de pepino, ya que el atributo que poseen estas cepas es
el de solubilizar fosfatos, dando una respuesta positiva.

La inoculacién de las tres cepas de bacterias estimuld el numero de bacterias presentes en
la rizosfera, dando respuestas positivas en el crecimiento de la planta. En algunas investigaciones
se ha observado que la inoculacion de bacterias exdgenas puede modificar a los microorganismos
nativos, y del mismo modo, un inoculante puede ser afectado por ellos (Ofeck et al., 2009). Por
lo tanto, las bacterias nativas de un suelo pueden tener un aumento, disminucién o ningun efecto
sobre la eficacia de las RPCV (Castro-Sowinskiet al., 2007). En un estudio realizado por Baudoin
et al. (2009) encontraron que la inoculacion con Azospirillum lipoferum beneficia a la poblacién
microbiana nativa del lugar, teniendo el cultivo mayor nimero de raices, mejorando parametros

de crecimiento en las plantas.
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Figura 5.4 Poblacion de bacterias presentes en la rizosfera de pepino a los 40 dias después del
trasplante (etapa de floracion). A) Bacterias totales, B) Bacterias solubilizadoras de fosfato. A46=
Pseudomonas tolaasii, P61= Pseudomonas tolaasii, R44= Bacillus pumilus, T= Testigo (sin
inocular). Letras diferentes indican diferencias significativas (Tukey a= 0.05). N= 3 repeticiones

por tratamiento, medias + Error estandar.
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Los resultados obtenidos en este trabajo denotan que las rizobacterias se multiplicaron y
se establecieron en la rizosfera, y probablemente dando como consecuencia el estimulo de
bacterias nativas. Por otra parte, el alto niUmero de bacterias totales en los tratamientos se deba a
una mayor secrecion de exudados radicales que estimula a la comunidad microbiana. La
introduccion de microorganismos tiene un efecto minimo en la estructura de la poblacién
microbiana autoctona; sin embargo, es la fisiologia de la planta la que causa un cambio en la

comunidad microbiana de la rizosfera (Piromyou et al., 2007).

Variables de crecimiento vegetal

El tratamiento inoculado con la cepa A46 (Pseudomonas tolaasii) en combinacion con el
fertilizante al 100 % presentd significativamente mayor area foliar, y altura de planta con
respecto a los demas tratamientos, mientras que el tratamiento inoculado con la cepa A46 sin
fertilizante presentd el valor mas bajo (Cuadro 5.3). Estas respuestas en crecimiento, se pueden
deber a la produccién de fitohormonas por parte de las RPCV (Karakurt y Aslantas, 2010).
Aunque también puede deberse a la capacidad de solubilizacion de fosfatos que poseen las cepas
inoculadas.

Por otra parte la inoculacion de las bacterias no produjo diferencias significativas en la
concentracion de clorofilas (Cuadro 5.3) y potasio (Datos no mostrados). Con respecto a la
concentracion de fosforo, el tratamiento inoculado con la cepa Pseudomonas tolaasii (A46) con
50 % de fertilizante, presentd la mayor concentracion de este elemento en el peciolo de la planta,
mientras que la mayor concentracion de nitratos en peciolo se obtuvo en plantulas sin la
inoculacion de bacterias con la aplicacion de fertilizante al 100% (Cuadro 5.3). Estos resultados

pueden atribuirse a que las bacterias de la rizosfera inoculadas intervienen en la adquisicion de
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nutrientes ya sea directamente por medio de la movilizacion, inmovilizacion o indirectamente a

través de los cambios que inducen en la morfologia y en la fisiologia de la raiz (Babalola, 2010).

Cuadro 5.3. Efectos de la inoculacion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal en area
foliar, altura, contenido de clorofila (Unidades SPAD), y fosfatos y nitratos en peciolos de pepino

(Cucumis sativus cv. Alcazar) a 55 dias después del trasplante.

Inoculacién Dosis de Areafoliar  Altura  Clorofila Contenido (mg L™)
bacteriana fertilizacion (%) (cm?) (cm) (SPAD) Fésforo  Nitratos
0 4324.2 i 181.7d 37.3a 8.06ab  136.7d
Pseudomonas
- 50 8611.9d 218.7abc  40.7a 13.02a 180.0cd
tolaasii (A46)
100 11173.7a 2535a 429 a 4.9b 223.3ch
0 5240.1 gh 196¢d 38.4a 4.0b 126.7d
Pseudomonas
Ny 50 7885.3 ef 215.7abcd 424 a 598b  176.7cd
tolaasii (P61)
100 9094.9d 240 abc 44.3 a 4.82b  293.3ab
_ 0 572859 207.3bcd 40.5a  9.54ab  140.0d
Bacillus
) 50 7723.8ef 220.7abc  4l.4a 8.4ab  220.0cb
pumilus (R44)
100 9736.5¢c 224.7abc 47.4a 7.82ab  290.0ab
_ 0 5223.6gh 181.0d 38.9a 6.08b  193.3cd
sin
) . 50 7280.8 ef 213.3abcd 42.3a 6.26b  223.3cb
inoculacion
100 10836.2b 235.3abc 4l6a 6.52b 320.0a

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey a= 0.05). n= 3 repeticiones por
tratamiento.

Los resultados obtenidos concuerdan con Mia et al. (2009) quienes mencionan que las
RPCV pueden aumentar la concentracion de N, P y Ca en tallo, principalmente en tratamientos
donde la dosis de fertilizante es minima, indicando que a una dosis alta de fertilizante la bacteria

es inhibida.
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Cuadro 5.4. Efecto de la inoculacion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal en el
rendimiento de frutos de pepino (Cucumis sativus cv. Alcazar).

Rendimiento (kg)

Inoculacién bacteriana Dosis de fertilizacion (%)
Planta m°

0 4.69 11.6g
Pseudomonas tolaasii (A46) 50 8.6¢ 21.5¢c
100 12.9a 32.3a
0 5.4f 13.5f
Pseudomonas tolaasii (P61) 50 8.4c 21.1c
100 11.5b 28.8b
0 4.3h 10.7h
Bacillus pumilus (R44) 50 8.3d 20.7d
100 10.9b 27.3b
0 3.2i 8.1i
Sin bacteria 50 7.6e 18.9e
100 12.6b 31.4b

Valores mostrados como promedios de tratamientos. n= 3 repeticiones por tratamiento. Valores con la misma letra en
la misma columna no son significativamente diferentes.

El tratamiento inoculado con la cepa A46 y con 100% de fertilizante obtuvo el
rendimiento mas alto (32.3 Kg/m?), aunque la diferencia con respecto al testigo (31.4 Kg/m?) al
que se le aplico fertilizante al 100 % fue pequefia. En general, las dosis de 0% y 50% de
fertilizante tuvieron rendimientos menores que la dosis de 100 %; no obstante, los tratamientos
inoculados bajo las dosis de 0% y 50 % presentaron rendimientos mas altos en comparacién con
sus correspondientes testigos (Cuadro 5.4). Este incremento se puede atribuir a que posiblemente
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la inoculacion de las rizobacterias favorecid el crecimiento radical y la disponibilidad de
nutrientes, como ha sido discutido por Eifediyi y Remison(2010). De igual manera, la
combinacion entre microorganismos Yy fertilizantes disminuye la incidencia de enfermedades en
plantas fertilizadas (que son mas suculentas para los patdgenos) principalmente a través de la
secrecion de metabolitos secundarios o por la induccion de la resistencia sistémica (Kloepper et
al., 2004), dando como resultado mayores rendimientos, como sucedi0 en este trabajo. Por
ejemplo se ha observado que la inoculacion de Bacillus amyloliquefaciens en tomate resulta en
mayores rendimientos en comparacion con el testigo (Gl et al., 2008), lo que se confirmd en este

experimento.

En la Figura 5.5 se indica en color gris, el maximo rendimiento que podria obtener la
planta, cuando fue fertilizada con las tres dosis (0 %, 50 % y 100 %), mientras que en color negro
es el incremento del rendimiento cuando las plantas son inoculadas con algunas cepas.

A cero dosis de fertilizante, la inoculacion favorece el aumento en el rendimiento en las
plantas de pepino, pero al aumentar la dosis de fertilizante a 50% la respuesta en el rendimiento
de las plantas a la inoculacién disminuye, y al 100% de fertilizante la inoculacién no aumenta el
rendimiento en tratamientos como P61 y R44. No obstante, el tratamiento A46 muestrd solo un
pequefio incremento (Figura 5.5). Esto concuerda con los resultados obtenidos porAdesemoye et
al. (2009) quienes encontraron que las plantas con dosis baja de fertilizante mineral en
combinacion con la inoculacion de bacterias, presentaron mayor altura, peso seco y mayor
rendimientd, pero cuando la dosis de fertilizante aumentd ellos observaron que se obtiene menor

respuesta la inoculacion de rizobacterias.
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14.0

12.0 -
10.0 -
A46 | P61 | R44 | A46 | P61 | R44 | A46 | P61 | R44

100% | 50% | 0% |
Tratamientos

Rendimiento por planta (kg)
N H [e)} o]
o o o o

o
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Figura 5.5. Efectos de la inoculacion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal en el
rendimiento de pepino (Cucumis sativus cv. Alcazar). Las barras grises corresponden al
rendimiento maximo de la planta y las barras oscuras indican el aumento que se tienen en
rendimiento cuando se inocula con las cepas. A46= Pseudomonas tolaasii, P61= Pseudomonas
tolaasii, R44= Bacillus pumilusT= Testigo (sin inocular). n= 3 repeticiones por tratamiento,

medias * Error estandar.

5.6. CONCLUSIONES
La aplicacion de RPCV incrementa la altuara de planta, area foliar, la concentracion de nutrientes
y el rendimiento. No obstante, la utilizacion solo de RPCV no es suficiente para obtener los
rendimientos alcanzados con fertilizacién quimica. Lo anterior suguiere la busqueda de la dosis
ideal de fertilizante quimico y de biofertilizante, con el objetivo de que las funciones de la

rizobacterias no se inhiban.
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CAPITULO 6

EFECTO DE LA INOCULCION CON Pseudomonas tolaasii Y FERTILIZACION EN LA
CALIDAD DE FRUTO DE PEPINO (Cucumis sativus L.)

6.1. RESUMEN
La inoculacion con rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) puede facilitar la
disponibilidad de nutrientes mejorando el nivel nutricional de la planta y la calidad de los frutos
en algunos cultivos horticolas. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la inoculacion
con RPCV en la calidad de fruto de pepino (Cucumis sativusL.). Se inocularon semillas de pepino
con la cepa Pseudomonas tolaasii (A46) en combinacion de tres regimenes de fertilizacion
(100%, 50% y 0%), ademas se incluy6 un testigo sin inocular. El experimento consistio en un
disefio experimental de bloques al azar. Después de 73 dias desde la inoculacion se cosecharon
los frutos producidos para determinar: pH, los sélidos solubles totales (SST), la acidez titulable
(AT), y el contenido de nitratos y fosfatos. El valor de pH en los frutos dependié de la dosis de
fertilizante; a menor fertilizacion el valor fue méas bajo, asi mismo la inoculacion hizo que
disminuyera este valor. El valor mas alto de SST (4.87) y contenido de fésforo (10.86 mg L™) se
encontré en el tratamiento donde se inocul6 la cepa de rizobacteria en combinacion con
fertilizante al 100 %. Estos hallazgos sugieren que la inoculacion con rizobacterias puede

mejorar los atributos comerciales del fruto de pepino.

Palabras clave: Solidos solubles totales, acidez titulable, nitratos, fosfatos
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CHAPTER 6

EFFECT OF INOCULATION WITH Pseudomonas tolaasii AND FERTILIZATION ON
FRUIT QUALITY OF CUCUMBER (Cucumis sativus L.)

6.2. ABSTRACT

Inoculation with plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) can facilitate the availability of
nutrients improving plant nutrition and fruit quality in some horticultural crops. The aim of this
study was to evaluate the effect of inoculation with PGPR on fruit quality of cucumber (Cucumis
sativus L.). Cucumber seeds were inoculated with the strain Pseudomonas tolaasii (A46) in
combination with three fertilization regimes (0%, 50% and 100% of the fertilization rate), and a
control without inoculation was also included. The experiment was established in a randomized
block experimental design. At 73 days of inoculation fruits were harvested to determine pH, total
soluble solids (TSS), titratable acidity (TA), and content of nitrates and phosphates. The pH value
on fruit was associated to the dose of fertilizer; at low fertilization rate fruit pH was lower than at
high fertilization rate, also inoculation decreased pH value. The highest values of TSS (4.87) and
phosphates (10.86 mg L-1) were found in the treatment with inoculation in combination with full
rate of fertilization. The findings suggest that inoculation with rhizobacteria can improve the

commercial fruit quality of cucumber.

Keywords: Total soluble solids, acidity, nitrates, phosphates, vegetables
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6.3. INTRODUCCION

Los microorganismos del suelo son importantes en el reciclaje de nutrientes, en la
descomposicion de materia orgénica y en la estructura del suelo (Shen et al., 2008), aunque la
diversidad de éstos ha sido alterada por el aumento de la fertilizacion quimica y por la
intensificacion del uso de tierra (Shen et al., 2010). Ademas, los fertilizantes son energéticamente
costosos y su produccion requiere el uso de combustibles fosiles que contribuyen a la emision de
gases de efecto de invernadero (Mia et al., 2010).

El uso excesivo de fertilizantes contribuye también al deterioro de la calidad del suelo y
contaminacion de cuerpos de agua, siendo esto claramente insostenible (Kang et al., 2010), por lo
que se tienen que buscar alternativas para tener una agricultura mas sustentable, como lo es el uso
de microorganismos benéficos que incrementen la eficiencia del aprovechamiento de los
fertilizantes por las plantas.

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) mejoran la capacidad de
absorcion de nutrientes, aumentan la germinacion de semillas (Gl et al., 2008) y estimulan el
rendimiento de cultivos como pimiento y tomate (Mena-Violante y Olalde-Portugal, 2007);
también pueden aumentar la calidad de fruto en relacion a la apariencia (tamafio, forma, color,
brillo), la textura (firmeza, frescura), el sabor, y el valor nutritivo (Aghili et al., 2009).

La calidad del fruto depende del tipo de sustrato, la fertilizacion, el estado nutricional de
la planta (Gajc-Wolska et al., 2008) y el manejo de plagas (Gomez-Lopez et al., 2006). Esta
calidad se veré reflejada en la cantidad de sdlidos solubles, azlcares, &cidos orgénicos y pH, las
cuales soncaracteristicas importantes para el mercado (Huang et al., 2009). Aun cuando las
RPCV mejoran el estado nutricional de las plantas, poco se sabe sobre sus efectos en el desarrollo

y calidad de frutos (Dursun et al., 2010). Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue evaluar el
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efecto de la inoculacion de Pseudomonas tolaasii en la calidad de los frutos de pepino (Cucumis

sativusL.).

6.4. MATERIAL Y METODOS

Material microbiolégico
Se utilizé la cepa Pseudomonas tolaasii (A46), la cual fue crecida en caldo nutritivo a 24

°C por 72 h hasta obtener una concentracion aproximada de 1 x 10° UFC mL™.

Material vegetal y establecimiento del experimento

El experimento se llevo a cabo en el Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad
Autonoma de Baja California. Las semillas de pepino (Cucumis sativus cv. Alcazar) fueron
desinfectadas superficialmente con hipoclorito de sodio al 2 % por 30 s y posteriormente, lavadas
con agua destilada estéril. La siembra de la semilla se realizd en charolas de 128 cavidades con
peat moss (marca Premier®) esterilizado. En cada cavidad se colocé una semilla y en seguida se
aplicaron 2 mL de la suspension bacteriana. Al testigo sélo se agregaron 2 mL de caldo nutritivo
sin bacteria. Una vez inoculadas las semillas, éstas después se cubrieron con otra capa de peat
moss esteril.

Las plantulas fueron trasplantadas a los 25 dias después de la siembra en el suelo del
invernadero. Se establecié un disefio experimental de bloques al azar con arreglo factorial 2X3,
donde los factores fueron: inoculacién (con cepa y sin cepa) y fertilizacion (testigo, 50% y
100%), resultando un total de seis tratamientos, y cada uno con tres repeticiones.

El experimento se condujo en invernadero bajo un sistema de riego por goteo, donde la
dosis de fertilizante fue administrada en el riego y variada de acuerdo a la etapa fenoldgica del

cultivo (Cuadro 6.1). Las plantas fueron conducidas verticalmente a un solo tallo, y para ello se
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podaron los brotes laterales. La cosecha de frutos se realiz6 a partir del dia 50 despues del

trasplante y la calidad de fruto se determind en el dltimo corte.

Cuadro 6.1. Dosis de fertilizante utilizando durante el experimento

Dosis de Fertilizante 100 % (g) Dosis de Fertilizante 50 % (Q)

N-P-K Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapal  Etapa?2 Etapa 3
15 dds 30 dds 50 dds 15 dds 30 dds 50 dds
92 83 83 4.6 4.15 4.15

11-00-00-16Mg
38.5 54.35 31.575

155-00-00-19 Caco; /0 108.7 63.15

36.1 30.3 30.3
13-2-44 12.2 60.6 60.6

15.2 6.65 1153
12-61-00 30.4 133 23.06

dds: dias después de la siembra
* La dosis empleada se diluia en 200 L de agua.

Variables evaluadas

Apartir de la extraccion del jugo de seis frutos de pepino de cada tratamiento, se
obtuvieron tres muestras para evaluar las variables: 1) pH con un potenciémetro, 2) sélidos
solubles totales (grados brix) con un refractdbmetro modelo N1-4 (Atago, Japon) y 3) acidez
titulable calculada con 10 mL de jugo del fruto, titulando con 0.1 M de NaOH hasta llegar a pH
8.1, los valores de acidez titulable obtenidos se expresaron en porcentaje. Ademas se determino
el contenido de K* con un iondmetro marca Horiba (Spectrum Technologies, Inc.) modelo C-131
con rango de 5 a 4900 ppm, el contenido de NO3 se determind con un iondmetro marca Horiba
(Spectrum Technologies, Inc.) modelo C-141 con rango de 4 a 6200 ppm, y el contenido de
fosfatos se determind con un espectrofotometro marca Hanna modelo H193713 con rango de 0.0

al15.0mg L™
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Anélisis estadistico
Los datos se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de
comparacion de medias por Tukey (0=0.05) utilizando el paquete estadistico SYSTAD 10.2

(Systat Software Inc., California, USA).

6.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores mas altos de pH del jugo de los frutos fue de alrededor de 5.9 que
corresponde al testigo con 100 % de fertilizacién y al tratamiento inoculado con la bacteria y con
100 % de fertilizante, mientras que en el tratamiento inoculado més 50 % de fertilizante obtuvo
el valor mas bajo con 5.57 (Cuadro 6.2). Los valores de pH en los frutos de pepino pueden variar
entre una fecha de corte y otra, lo cual puede ser dependiente del estado nutricional del cultivo,
ya que se ha observado que exceso de nitrdgeno conduce a un pH mas elevado en fruto (Goémez-
Lépez et al.,2006). Por otro lado, los valores de pH de pepino varian de acuerdo a la variedad con
que se trabaje (Rouphael et al., 2010), de un valor de pH de 4 (Azarmi et al., 2009) a pH 6
(Terraza et al., 2009). Los sélidos solubles totales (grados Brix) relacionan el contenido total de
sacarosa disuelta en el jugo lo cual es un valor importante en la evaluacion y calidad de frutos
(Terraza et al., 2009). En el caso de pepino se han reportado valores con un rango de 3.8 a 6
dependiendo en muchas ocasiones del genotipo (Terraza et al., 2009). En el presente trabajo los
valores mas altos y significativos de solidos solubles totales medidos en grados brix se
encontraron en los tratamientos inoculados (Cuadro 6.2). Se ha visto que la inoculacion con

microorganismo no incrementa los solidos solubles totales (Dursun et al., 2010).
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Cuadro 6.2. Efecto de la inoculacién de RPCV en pH, sélidos solubles sotales (SST), acidez
titulable (AT) y relacion SST/AT de frutos de pepino (Cucumis sativus cv. Alcazar).

Inoculacién Dosis de H SST (° Acidez Relacion
bacteriana fertilizante (%) P Brix) Titulable (%) SST/AT
Pseud 0 5.73 bc 4,66 ab 0.09b 49.64
toﬁg‘;sﬁmonas 50 557c  457b 0.11a 41.97
100 59a 487 a 0.07 cd 65.18
0 5.80 ba 3.93¢c 0.08 bc 47.28
sin inoculacién 50 5.77 bac 3.83¢c 0.09 bc 4492
100 5.87 ab 397c 0.06 d 61.98
Factor Inoculacion * * * *
Fertilizacion * * * *
Inoculacion X * * * *
fertilizacion

SST= solidos solubles totales, AT= Acidez titulable. Valores mostrados como promedios de tratamientos. n= 3
repeticiones por tratamiento. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias.* Significativo 0=0.05.

El nivel de acidez de los frutos fue similar entre tratamientos inculados y no inoculados
independientemente de las dosis de fertilizante, aunque el valor mas bajo lo obtuvo la dosis de
100% de fertilizacion sin inoculacion (Cuadro 6.2). La acidez titulable (AT) determina los &cidos
organicos del fruto y las caracteristicas organolépticas de éste (Carrera et al., 2008). Los acidos
(citrico, malico y tartarico) disminuyen con la maduracion de los frutos, ya que se convierten en
azUcares y por lo tanto aumentan los SST (Cafizares et al., 2003). Se ha observado que las dosis
altas en fertilizacién disminuye la acidez de los frutos (Ruiz y Romero, 1998), lo que concuerda
con lo encontrado en este estudio.

En los tratamientos inoculados en combinacion con 100% de fertilizante y su respectivo
testigo se incrementd la relacion SST/AT (Cuadro 6.2), esta relacién indica el grado de dulzura 'y

acidez de la fruta, asi como la aceptabilidad del consumidor (Martinez-Bolafios et al., 2008). este
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aumento sucede cuando los SST se incrementan y la AT disminuye (Campos-Mota et al., 2004;
Alvarez-Herrera et al., 2009), asi como el pH aumenta (Gomez-Ldpez et al., 2006).

En el presente experimento los tratamientos inoculados con las bacterias tuvieron un
aumento en la concentracion de ortofosfatos en los frutos (Cuadro 6.3). En contraste la
concentracion de nitratos en el fruto fue menor en los tratamientos inoculados en comparacion

con el testigo sin inocular, independientemente de las dosis de fertilizacion (Cuadro 6.3).

Cuadro 6.3. Efectos de la inoculacion con RPCV en la concentracion de ortofosfatos y nitratos en

frutos de pepino (Cucumis sativus cv. Alcazar).

Inoculacién bacteriana Dosis de fertilizante (%) Fé6sforo (mgL™?)  Nitratos (mg L™)
0 14.52 bc 5.67b
Pseudomonas tolaasii 50 12.06 b 6.3ab
100 10.86 a 53b
0 9.74 d 7.33ab
sin inoculacién 50 6.10 e 8.0a
100 8.70cd 6.0a
Inoculacion * *
Factor
Fertilizacion * *
Inoculacién X fertilizacion * *

Valores mostrados como promedios de tratamientos. n= 3 replicas por tratamiento. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias. *Significacia a=0.05

Dursun et al. (2010) mencionan que la inoculacién con RPCV en pepino puede aumentar
la concentracion de elementos como N, P, K, Zn, Fe, Mn, Na, Ca y Mg en frutos, debido a la
estimulacidn de la absorcién de nutrimentos por las plantas. Las RPCV pueden contribuir a la

disponibilidad de P en el suelo a través de la mineralizaciobn de P organico o bien la
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solubilizacion de P inorganico (Zabihi et al., 2011), aumentando con ello la disponibilidad de
fosforo en el suelo, la asimilacion y la concentracion de fosforo en frutos como fresa (Esitken et
al., 2010). Por otra parte, la deficiencia de este elemento disminuye la firmeza del fruto

(Knowles et al., 2001).

6.6. CONCLUSIONES
La inoculacion con la cepa de rizobacteria A46 mejoro algunos atributos de la calidad de
los frutos de pepino, debido a que disminuye el pH y la acidez del fruto dando como resultado un
aumento en la concentracion de SST en los frutos, ademéas increment6 la concentracion de
ortofosfatos, y disminuyd la concentracion de nitratos. La inoculacion con rizobacterias puede ser

una alternativa para mejorar los atributos comerciales del fruto de pepino.
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CAPITULO 7

CAPACIDAD ANTIBIOTICA DE CUATRO CEPAS DE RIZOBACTERIAS HACIA
HONGOS FITOPATOGENOS

7.1. RESUMEN

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) tienen la capacidad de suprimir
patdgenos a través de la secrecidén de metabolitos secundarios, lo cual puede ser una alternativa al
uso de agroquimicos que dafian al ambiente. El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad
antagénica de cuatro cepas de rizobacterias promotoras de crecimiento contra Fusarium
oxysporum y Alternaria sp. en pruebas de cultivo en condiciones in vitro. Se establecieron
cultivos duales en los que se inocularon los hongos mencionados en agar papa dextrosa (PDA) y
se incubaron por 48 h a 28°C, posteriormente se inocularon las cepas Pseudomonas tolaasii
(A46), P. tolaasii (P61), Microbacterium paraoxydans (P21) y Bacillus pumilus (R44). Se
determind el porcentaje de inhibicidn del hongo. De las cuatro cepas estudiadas solo dos tuvieron
la capacidad de inhibir el micelio de ambos hongos. La cepa A46 inhibio en 36.5 % el
crecimiento de F. oxysporum, y en 53.86 % de Alternaria sp., mientras que la cepa P61 inhibid
hasta 55% el crecimiento de Alternaria sp.y 20 % el de F. oxysporum. Estas dos cepas tienen
potencial para el control biolégico de hongos patdgenos en cultivos agricolas, sin embargo, es

necesario evaluar su efectividad en plantas enfermas.

Palabras clave: Antibiosis, rizobacterias, Fusarium oxysporum, Alternaria sp., control biologico
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ANTIBIOTIC CAPACITY OF FOUR STRAINS OF RHIZOBACTERIA AGAINST
PLANT PHATOGEN FUNGI

7.2. ABSTRACT

The plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) are capable of suppressing plant pathogens
through secretion of secondary metabolites, which can be an alternative to the use of pesticides
which damage the environment. The objective of this study was to evaluate the antagonistic
capacity of four PGPR strains against Fusarium oxysporum and Alternaria sp. The pathogen
fungi were inoculated in the center of potato dextrose agar (PDA) plates and incubated for 48 h at
28 ° C, then Pseudomonas tolaasii (A46), P. tolaasii (P61), Microbacterium paraoxydans (P21)
and Bacillus pumilus (R44) were inoculated in three sides of the plate by placing 50 pL of the
bacterial inoculum at equidistant points close to fungus, and then percent of fungal inhibition was
evaluated. Two strains (A46 and P61) were able to inhibit the mycelial growth of both fungi. The
strain A46 inhibited fungal growth of F. oxysporum by 36.5%, and Alternaria sp by 53.86%.,
while strain P61 inhibited fungal growth of F. oxysporum by 20% and Alternaria sp. up to 55%.
These two strains have potential for biological control of plant pathogens in agricultural crops,

however, their effectiveness on infested plants should be evaluated.

Keywords: Antibiosis, rhizobacteria, Fusarium oxysporum, Alternaria sp., biological control
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7.3. INTRODUCCION

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal se caracterizan por colonizar
rdpidamente la rizdsfera, y reprimir el crecimiento de patdgenos (Maleki et al., 2010; Yao y Wu,
2010), debido a la produccién de metabolitos secundarios (Lugtenberg y Kamilova, 2009) como
antibioticos, sider6foros o algunas enzimas (quitinasas y glucanasas) (Wei et al., 1996;
Schuhegger et al., 2006;), o a través de la induccion de la resistencia sistémica de la planta
(Harish et al., 1998; Somers et al., 2004). Varios factores biodticos y abidticos estan involucrados
en la produccion de metabolitos secundarios como son la interaccion con otros microorganismos,
la diversidad genética del patogeno y la planta hospedera, la temperatura, la humedad y el pH del
suelo, entre otros (Slininger et al., 2000; Roberts et al., 2005). El control bioldgico de patdgenos
en plantas por medio del uso de bacterias antagonistas es una alternativa a la aplicacion de
productos quimicos (Sid et al., 2003; Tariq et al., 2010) al suelo tales como metam sodio y
carbofuran, ya que su uso excesivo conduce a la contaminacién ambiental y a efectos toxicos
sobre la salud humana (Chen et al., 2010), ademas de causar resistencia en el patdégeno, teniendo
una eficiencia a corto plazo (Nga et al., 2010). Un ejemplo de enfermedades de origen flngico,
son aquellas que afectan al cultivo de pepino, el cual es muy susceptible al ataque por Fusarium
oxysporum (Ye et al., 2004), infectando a la planta a través de la raiz en todas sus etapas de
crecimiento, causando marchitez y pérdidas en el rendimiento de hasta 100% (Rose et al., 2003).
Otro hongo patogeno que ataca a este cultivo es Alternaria, el cual causa lesiones necroticas a
hojas y cotiledones (Weete, 1992).

El control biologico por medio de bacterias es una alternativa a la aplicacion de
agroquimicos (Ji et al., 2010), ya que se ha demostrado que la utilizacion de cepas como

Pseudomonas fluorescens disminuye hasta 52% la marchitez por Fusarium (Paredes-Escalante et
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al., 2008), ademas diversas especies de Bacillus aisladas de la rizosfera han demostrado la
capacidad para inhibir el crecimiento de hifas de F. oxysporum y suprimir el desarrollo de la
marchitez (Landa et al., 1997). El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad antagonica de
cuatro cepas de rizobacterias promotoras de crecimiento contra F. oxysporum Yy Alternaria sp.

en pruebas de cultivo dual en condiciones in vitro.
7.4. MATERIALES Y METODOS
Material microbiolégico

Se utilizaron cuatro cepas de bacterias pertenecientes al cepario de Area de Microbiologia
de Suelos del Colegio de Posgraduados, Montecillo, México. Las cepas correspondieron a
Pseudomonas tolaasii (A46), P. tolaasii (P61), Bacillus pumilus (R44), Microbacterium
paraoxydans (P21). Las cepas bacterianas fueron crecidas individualmente en caldo nutritivo a
24°C por 48h hasta obtener una concentracion 1X10° UFC mL™. Las cepas de los hongos
fitopatdgenos usados correspondieron a Fusarium oxysporum y Alternaria sp. las cuales fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Fitopatologia, del Instituto de Ciencias Agricolas de la

Universidad Autonoma de Baja California.

Ensayos in vitro

Para determinar la inhibicion del micelio in vitro, la siembra de los hongos en el medio de
cultivo se llevo a cabo usando la técnica de cultivos duales descrita por Landa et al. (1997). Esta
técnica consistio en colocar un disco de agar de 4 mm con crecimiento activo del hongo
fitopatdgeno correspondiente, en el centro de una caja con agar papa dextrosa (PDA). Los
cultivos fangicos fueron incubados a 28°C por 48 h. Después de este periodo se colocaron tres

gotas de 50 pL de inoculo de una cepa bacteriana en puntos equidistantes correspondientes al
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hongo. Posteriormente, los cultivos fueron incubados a 28°C por siete dias. El testigo se realizé
siguiendo el mismo procedimiento pero sin inoculo bacteriano. El experimento se establecio en
un disefio experimental completamente al azar, y cada tratamiento contd con tres repeticiones
considerando una caja por repeticion. El porcentaje de inhibicion fue calculado con la siguiente

ecuacion (Landa et al., 1997):

Bg de inhibician = R X1o

Donde, r es el radio del hongo contrario a la colonia de la bacteria y R es el radio maximo

del hongo sin la bacteria.
7.5. RESULTADOS Y DISCUSION

De las cuatro cepas estudiadas, solo dos presentaron la capacidad de inhibir el crecimiento
de los dos hongos (Cuadro 7.1). En el caso de F. oxysporum, las cepas A46 y P61 que
corresponden a Pseudomonas tolaasii inhibieron el crecimiento fangico hasta en 36 % en
promedio, mientras que para Alternaria sp., estas mismas cepas inhibieron al hongo hasta en un
55 %, en promedio. Las dos cepas que tuvieron la capacidad de inhibir el micelio pertenecen al
género Pseudomonas, rizobacterias que son muy conocidas por su capacidad de promover el
crecimiento de plantas, asi como de inhibir el crecimiento de algunos hongos fitopatégenos como
Fusarium oxysporum, Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani, a través de la produccion de
sideroforos, antibioticos, compuestos volatiles y competencia por nutrientes (Saikia et al., 2003;

Jietal., 2010).
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Cuadro 7.1. Inhibicién del crecimiento del micelio de Fusarium oxysporum y Alternaria sp. in
vitro causada por cuatro cepas de rizobacterias, después de siete dias.

Inhibicion fungica (%)

Cepa

Fusarium oxysporum Alternaria sp
Pseudomonas tolassi 36.52 a 53.83 a
Pseudomonas tolassi 20.05Db 55.14 a
Bacillus pumilus Oc 0b
Microbacterium paraoxydans Oc 0b

*Medias con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey a= 0.05). n= 3.

Los resultados sugieren que las rizobacterias posiblemente estén produciendo antibi6ticos
que se difunden a través del agar, los cuales son los causantes de la inhibicion del crecimiento del
micelio de ambos hongos (Figuras 7.1 y 7.2). Landa et al. (1993) mencionan que algunas cepas
de Pseudomonas producen metabolitos secundarios que se difunden en el agar causando
inhibicion de Fusarium sp.; asi mismo como el medio PDA es rico en nutrientes la posible
competencia por éstos debe ser excluida (Valencia-Cantero et al., 2005) y por lo tanto, la
antibiosis posiblemente es el mecanismo por el cual las cepas de rizobacterias inhiben la
actividad fungica (Jeun et al., 2003; Idris et al., 2007).

El uso de estas cepas en campo para controlar los hongos fitopatégenos posiblemente
tenga un impacto positivo en las plantas ya que el dafio que causa F. oxyporum al cultivo de
pepino es de pérdidas de un 80 a 100% en el rendimiento (Saikia et al., 2003). Asi mismo como
el hongo fue crecido antes que la cepa bacteriana y mostré un alto porcentaje de inhibicion, puede
ser que en campo la aplicacion de inoculante a base de las cepas bacterianas en el suelo tenga un
buen control sobre el hongo aun cuando ya se encuentre el patdégeno establecido. Aun asi, hay

que considerar que para que un metabolito liberado por las rizobacterias proteja a las raices de las
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plantas de una infeccién fangica, éste debe estar presente in situ en las concentraciones adecuadas
y se debe considerar la interaccidn planta-microorganismos para obtener un mejor resultado en el

control bioldgico (Valencia-Cantero et al., 2005).

Figura 7.1. Ensayo in vitro de la inhibicion del crecimiento de Fusarium oxysporum. A)
Pseudomonas tolaasii (A46); B) Pseudomonas tolaasii (P61); C) Microbacterium paraoxydans

(P21) y D) Bacillus pumilus (R44); y E) Testigo (crecimiento del hongo sin bacteria).

La inhibicion del crecimiento de Alternaria sp. obtenida con las dos cepas de
Pseudomonas tolaasii (A46 y P61) (Figura 7.2) sugiere que probablemente estas cepas aplicadas

como inoculantes en el campo pueden disminuir los dafios causados por el hongo y pueden ser
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una alternativa de biocontrol. Sin embargo, en este caso el indculo de bacteria se asperjaria en las
hojas ya que el hongo ataca al follaje, se ha visto que de esta forma se puede inhibir hasta 53% la

presencia de las lesiones causadas por este patdgeno (Sid et al., 2003).

Figura 7.2. Ensayo in vitro de la inhibicion de micelio de Alternaria sp. A) Pseudomonas tolaasii
(A46); B) Pseudomonas tolaasii (P61); C) Microbacterium paraoxydans (P21) y D) Bacillus
pumilus (R44); E) Testigo (crecimiento del hongo sin bacteria).

Por otra parte, se observd que las cepas R44 (Bacillus pumilus) y P21 (Microbacterium
paraoxydans) no presentaron actividad antagonista, posiblemente porque no liberan metabolitos
secundarios que inhiban el crecimiento de los hongos. Los datos obtenidos en este trabajo fueron

positivos en cuanto la inhibicion del crecimiento de los fitopatdgenos por dos cepas (A46 y P61),
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no obstante, los ensayos in vitro tienen ciertas limitaciones y muchas veces en condiciones in
vivo los resultados no se expresan de la misma forma (lIdris et al., 2007), asi que seria de mucha

utilidad probar las cepas de bacterias en planta y bajo condiciones de campo.

7.6. CONCLUSIONES

Las cepas de Pseudomonas tolaasii (P61 y A46) tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de
F. oxysporum Yy Alternaria sp., por lo que probablemente estas cepas también presenten la misma
capacidad inhibitoria sobre otros hongos patégenos. Es necesario realizar un estudio in vivo para
corroborar los resultados y que permitan dar el siguiente paso en el uso potencial de las

rizobacterias en invernaderos comerciales y en campo.
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CAPITULO 8

ANALISIS ECONOMICO-FINANCIERO COMPARATIVO DE LA PRODUCCION DE
PEPINO MEDIANTE EL USO DE BIOFERTILIZANTE Y FERTILIZACION MINERAL

8.1. RESUMEN

El cultivo del pepino (Cucumis sativus L.) es muy importante a nivel mundial debido a su
elevado indice de consumo, pues sirve de alimento tanto en fresco como industrializado. En
México el pepino se exporta a Estados Unidos y para su produccién se requiere de altas dosis de
fertilizante mineral. Lo anterior conduce a la basqueda de alternativas que disminuyan el uso de
fertilizantes, debido a que estos en exceso causan dafios en el ambiente. Una alternativa para el
aprovechamiento del fertilizante mineral es el uso de inoculantes microbianos. EI objetivo de
este trabajo fue realizar un analisis econdmico-financiero de la produccién de pepino, bajo
condiciones de invernadero basado en la fertilizacion mineral y en la aplicacion de
biofertilizantes. Para realizar este analisis se establecio un disefio experimental de bloques al azar
con arreglo factorial 2X3, donde los factores fueron: inoculacion (con cepa y sin cepa) y
fertilizacion (testigo, 50% y 100%), resultando un total de seis tratamientos, y cada uno con tres
repeticiones; los datos fueron ajustados a un éarea de 1,000 m? y los costos fueron los
representativos para el Valle de Mexicali. Los resultados muestran que para el Valle de Mexicali
se necesita una inversion inicial de $172. 57 por m?, los costos variables fueron de $28.16 por m?
y un ingreso bruto de $88.02 por m?. De acuerdo a la relacién costo beneficio el tratamiento mas
rentable fue el de la inoculacion mas el 100% de fertilizante con un valor de $ 1.7, mientras el
menos rentable fue el tratamiento sin la inoculacién y sin fertilizante con un valor negativo de $-
0.05.

Palabras clave: Cucumis sativus, dosis de fertilizante, relacion costo/beneficio
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ECONOMIC AND FINANCIAL ANALYSIS OF CUCUMBER PRODUCTION WITH
MINERAL FERTILIZATION AND BIOFERTILIZER

8.2. ABSTRACT

Cucumber (Cucumis sativus L.) is very important horticultural crop at worldwide level due to its
high consumption rate as both fresh and industrialized food. In Mexico, cucumber is exported to
United States and its production requires high doses of mineral fertilizer. The search for options
that reduce the use of high fertilization rates is essential since excess of fertilizers causes damage
to the environment. An alternative to reduce the excessive use of mineral fertilizer is using
microbial inoculants. The aim of this study was to carry out an economic and financial analysis of
greenhouse cucumber based on mineral fertilization and application of biofertilizers. An
experiment was established using a randomized block experimental design in a 2x3 factorial
arrangement, where factors were: inoculation (with strain and without strain) and fertilization
(control, 50% and 100% of full rate), resulting in six treatments with three replicates each one;
the data obtained were adjusted to an area of 1000 m? and costs were representative for the
Mexicali Valley. These results show that it is required an initial investment of $ 172. 57 per m;
variable costs were $ 28.16 per m? and a gross income $ 88.02 per m% According to the cost-
benefit ratio more benefit can be obtained with treatment of inoculation plus 100% of fertilizer
with a value of $ 1.7, while the less profitable treatment was the one without inoculation and

without fertilizer with a negative value of $ -0.05 .

Keywords: Cucumis sativus, dose of fertilizer, cost / benefit ratio
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8.3. INTRODUCCION

La agricultura convencional intensiva ha causando una considerable contaminacion
(Miaet al., 2010), dafiando en muchas ocasiones la capa de 0zono, a causa del uso de plaguicidas
como el bromuro de metilo (Engindeniz y Engindeniz, 2006), ademéas de un deterioro en la
calidad del suelo y agua, siendo sistemas claramente insostenibles (Kanget al., 2010). Una
alternativa a este problema es la produccion bajo un sistema de agricultura sustentable, ya que se
basa en mejorar el suelo a través del reciclaje de nutrientes y los atributos fisicos del suelo
(Eifediyi y Remison, 2010) y en el ahorro de energia, agua y nutrientes (Engindeniz y Gl, 2009),
y por lo tanto en la bisqueda de energias renovables que a su vez reducen costos en los
fertilizantes (Eifediyi y Remison, 2010).

El uso de inoculantes biologicos (biofertilizantes) preparadas con rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal (RPCV), contribuyen a mejorar el suelo incorporando
nutrientes (Villanueva, 2006), ya que fijar hasta un 65% de nitr6geno en cultivos agricolas
(Olubukola, 2010), ademas de competir con microorganismos causantes de enfermedades en las
plantas (Dastageret al., 2011). La justificacion de la aplicacion de RPCV, es necesario
corroborarla con un analisis financiero, debido a que permite identificar las fortalezas y
debilidades de los resultados técnicos de la produccion bajo esta practica agrondmica (Rezendeet
al., 2011). Asi mismo, el analisis permite la administracion de los recursos disponibles de manera
mas eficiente, favoreciendo su maximizacion en el ingreso y la minimizacion de costos (Russo y
Taylor, 2006).

La produccion de hortalizas en sistemas intensivos es una actividad altamente
demandantes de fertilizantes quimicos (Avendafio y Schwentesius, 2004) como es el caso del

Valle de Mexicali, Baja California. El pepino es una hortaliza que se produce en invernadero en
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un tipo de climas calidos sus temperaturas Optimas de crecimiento son entre 24 y 29 °C
(Soleimaniet al., 2009), y es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial (Eifediyi y
Remison, 2010). En México es uno de los cultivos mas rentables con un valor promedio de la
produccién de 1331.6 millones de pesos (Financiera rural, 2010). Este cultivo necesita una alta
cantidad de energia para su produccion, su transformacion y su distribucion, debido a su alta
demanda en fertilizantes (Mohammadi y Omid, 2010).

El objetivo de este trabajo fue realizar un analisis econdmico-financiero de la produccion
de pepino bajo condiciones de invernadero basado en el uso de fertilizaciéon mineral y la

aplicacion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal.
8.4. MATERIAL Y METODOS
Elaboracion de los inoculantes bacterianos

Se utilizaron las cepas Pseudomonas tolaasii (A46), P. tolaasii (P61) y Bacillus pumilus
(R44), obtenidas del cepario del Laboratorio de Microbiologia del Colegio de Posgraduados,
Campus Montecillos. Para la elaboracion del in6culo liquido, las cepas fueron crecidas por
separado en caldo nutritivo a 24°C por 72h hasta obtener una concentracién 1X10° UFC mL™. El
indculo sélido se prepard creciendo las cepas por separado en caldo nutritivo a 24°C por 72h
hasta obtener una concentracién 1 X10° UFC mL™, y después cada inéculo bacteriano fue
mezclado con turba estéril y neutra en proporcion 1:3 v/p. Los inoculantes se obtuvieron después
de un proceso de maduracion de dos semanas. La carga bacteriana final en el soporte fue en

promedio de 5 X10° UFCg’.
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Condiciones de invernadero y material vegetal

El experimento se llevo a cabo en el Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad
Auténoma de Baja California, en el Valle de Mexicali. Las semillas de pepino (Cucumissativus
cv. Alcazar) fueron desinfectadas superficialmente con hipoclorito de sodio al 2 % por 30 s, y
posteriormente lavadas con agua destilada esteril.

Los alméacigos de 128 cavidades se llenaron parcialmente con peat moss (marca
Premier®) esterilizado; y en cada cavidad se coloco una semilla de pepino a la cual se aplicaron
dos mililitros de la correspondiente suspension bacteriana, mientras que al tratamiento testigo
solo se aplicaron dos mililitros de caldo nutritivo por cavidad.

Las plantulas fueron trasplantadas en el invernadero a los 25 dias después de la siembra,
realizando en este momento una segunda aplicacion de bacterias a partir del inoculante descrito,
en proporcion de 1kg por hectarea.

El experimento se establecio en un disefio experimental de parcelas divididas, donde la
parcela grande se refiere a las dosis de fertilizante (testigo, 50% y 100% de dosis de fertilizacion)
(Cuadro 8.1), y la parcela pequefia correspondio a la inoculacién con las cepas bacterianas (tres
cepas aplicadas por separado y el testigo), cuya combinacion da un total de 12 tratamientos, con

tres repeticiones cada uno.
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Cuadro 8.1. Dosis de fertilizante utilizando durante el experimento

Dosis de Fertilizante 100 % (g) Dosis de Fertilizante 50 % (g)

N-P-K Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapal  Etapa?2 Etapa 3
15 dds 30 dds 50 dds 15 dds 30 dds 50 dds
92 83 83 4.6 4.15 4.15

11-00-00-16Mg
38.5 54.35 31.575

155-00-00-19 CacO; /10 108.7 63.15

36.1 30.3 30.3
13-2-44 72.2 60.6 60.6

15.2 6.65 1153
12-61-00 30.4 13.3 23.06

ddt: dias después de la siembra
* La dosis empleada se diluia en 200 L de agua.

El experimento se realiz6 en condiciones bajo invernadero bajo un sistema de riego por
goteo, donde la dosis de fertilizante aplicada en el riego fue establecida de acuerdo a los analisis
de suelo (Cuadro 8.2) y a la etapa fenoldgica del cultivo. Las plantas fueron conducidas
verticalmente a un solo tallo, y para ello se podaron los brotes laterales. La parcela pequefia
contenia un total de 48 plantas, con un tamafo de 8 X 3m, la distancia entre plantas fue de 0.50
m, y la distancia entre surcos de 0.75 m. El experimento se mantuvo por un periodo de 75 dias.

A partir del dia 50 después del trasplante, se llevo a cabo la cosecha de frutos, realizando
cortes cada tercer dia. El ultimo corte se realizo a los 70 dias después del trasplante, y las

variables evaluadas fueron rendimiento por planta (kg) y el rendimiento por m? (kg m™).
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Cuadro 8.2. Analisis quimico de suelo

Variable Valor
pH (1:2) H,0 8
Conductividad eléctrica 3dsm™
Materia organica 6 %
Nitrogeno 0.30 %
Fésforo 284 mg Kg ™
Potasio 11 cmolesKg™

Andlisis Econdmico-Financiero

El costo de los materiales para la produccién del invernadero fueron clasificados como:
costos de inversion inicial, costos variables y costos fijos. Los costos variables fueron todas las
entradas que se relacionan directamente con la produccion del cultivo de pepino como lo son el
capital humano, los fertilizantes, el biofertilizante, plantulas, electricidad etc. Los costos fijos
incluyeron, el costo total de la inversion y la rentabilidad del uso de tierra.

Se utiliz6 una tasa del 12%" para los costos de la inversion total y costos variables, y se
dividié en dos debido a que en este tipo de cultivos se pueden obtener dos producciones al afio.
Los costos de administracion se estimaron en un 3% del total de los costos de produccion, de
acuerdo a Engindeniz y Gl (2009).Para determinar la factibilidad del proyecto se calculé el
ingreso total neto. Los datos fueron analizados para un invernadero de 1000 m? para su

representacion en el mercado.

'Basado en el costo de oportunidad del capital al momento de la puesta en marcha del experimento
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Anélisis estadistico
Los datos de produccion fueron analizados mediante el andlisis de varianza (ANOVA) y
la prueba de comparacion de medias deTukey con una significancia de 0=0.05 utilizando el

paquete estadistico SYSTAD 10.2 (Systat Software Inc., California, USA).

8.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los tratamientos con una dosis baja de fertilizante (0 % y 50 %) mas los inoculantes
microbianos fueron los que obtuvieron los mayores rendimientos en comparacion con sus
respectivos testigos (Cuadro 8.3).Asi mismo, se encontrd que los tratamientos con una dosis alta
de fertilizante en combinacion con el inoculante no ejercié un efecto en rendimiento (Cuadro
8.3).

De acuerdo con Castro-Sowinsk et al. (2007) la inoculacién con microorganismos no
ejerce ningun efecto sobre la planta, lo cual lo atribuyen a que en una alta dosis de fertilizacion
mineral la rizobacteria pudo estar siendo inhibida (Adesemoyeet al., 2009). No obstante el
rendimiento dependera de las condiciones fisico-quimicas del suelo y del cultivar que se utilice.
Por ejemplo, en el Valle de San Joaquin, Estados Unidos, tienen rendimientos de pepino de 32.95
kg m? (Engindeniz y Giil, 2009), valores muy parecidos a los que se encontraron en este trabajo.

Para llevar a cabo el analisis econémico-financiero se utilizd como base la produccién de
pepino basado en la fertilizacion mineral. En el cuadro 8.4 se muestran los costos de construccion
de un invernadero, y donde los costos de inversion inicial fueron de $172, 570.00 para un
invernadero de 1,000 m? ($172.57 m?); la estructura galvanizada, la base para puertas y los costos

de instalacion representan el 53.03% del total de los costos de inversion (Cuadro 8.4).
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Cuadro 8.3. Efecto de la inoculacion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal y

fertilizacion en el rendimiento de frutos de pepino (Cucumissativus cv. Alcazar).

Rendimiento (kg)

Inoculacién bacteriana Dosis de fertilizacion (%)
Planta m? 1,000 m?
0 4.69 11.6g 11,623.1¢
Pseudomonas tolaasii (A46) 50 8.6c 21.5¢ 21,4615¢c
100 12.9a 32.3a  32,2885a
0 5.4f 13.5f 13,546.2 f
Pseudomonas tolaasii (P61) 50 8.4c 21.1c 21,100.0c
100 11.5b 28.8b  28,7615b
0 4.3h 10.7h 10,732.7 h
Bacillus pumilus (R44) 50 8.3d 20.7d 20,713.5d
100 10.9b 27.3b  27,323.1b
0 3.2i 8.1i 8,067.3 i
sin inoculacion 50 7.6e 18.9¢ 18,884.6 e
100 12.6b 31.4b  31,436.5b

Valores con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferenteso=0.05, n=3.

La inversion anual fue calculada como $14,660.67; asi mismo, la inversion anual se
dividié en dos ya que del cultivo en la region se obtienen dos cosechas al afio; por lo tanto, los
costos de la inversion anual fueron calculados en $7,330.33 para la produccion de cada ciclo de
pepino.

Aunque los costos de produccién en invernadero son mas altos en comparaciéon a la

produccién a cielo abierto, las ventajas de utilizar el invernadero se basa en propiciar un ambiente
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poco restrictivo para el crecimiento y el desarrollo del pepino comparado con lo que ocurre a

cielo abierto (Cereceres et al., 2009).

Cuadro 8.4. Costos de inversién inicial para la construccién de un invernadero (1000 m?)

Costo
) o % de Afios de  Costo anual
Material inicial o % de costos
costos vida util ($ M.N))
($ M.N.)

Estructura galvanizada 95,000 55.05 20 4,750 32.40
Base para puertas 10,500 6.08 20 525 3.58
Cubierta de polietileno 13,000 7.53 5 2,600 17.73
Conexion de agua 7,500 4.35 10 750 5.12
contenedores de agua 2,200 1.27 10 220 1.50
Medidor de pH'y

o o 2,250 1.30 10 225 1.53
conductividad eléctrica
Bomba de agua 2,500 1.45 15 167 1.14
Ensamblaje e instalacion 25,000 14.49 10 2,500 17.05
Material de tutoreo 9,350 5.42 5 1,870 12.76
Material de invernadero 5,270 3.05 5 1,054 7.19
Total 172,570 100.00 14,660.67 100.00
Total (m?) 172.57 14.66

En el cuadro 8.5 se muestran los costos variables asociados con la produccion de pepino
en el Valle de Mexicali. El total de estos costos fue de $ 28,156 ($ 28.16 m™), de los cuales, los
costos de mano de obra representan el 42.62% del total y los costos de embalaje representan el

17.75%.
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Cuadro 8.5. Costos variables para la produccién de pepino en una superficie de 1000 m?

Operacion Precio ($ M.N.) Consumo total ($ M.N.) % de Costos
11-00-11-16 Mg 1.02 1.93 0.007
15.5-00-00-19 CaCO 0.74 12.62 0.045
13-02-44 1.45 19.28 0.068
12-61-00 1.8 8.17 0.029
Quimio azul 5.25 18.45 0.066
Semillas 1331 3327.5 11.818
Semilleros 80 800 2.841
Peat-moss (marca Premier®) 250 625 2.220
Fungicidas e insecticidas 1685 842.5 2.992
Arena 350 350 1.243
Composta 650 650 2.309
Embalaje 5000 5,000 17.759
Mano de Obra 200 12,000 42.621
Agua (m®) 3.00 2,000 7.103
Energia eléctrica 2,500.00 8.879
Total de costos variables 28,155.45 100
Total (m?) 28.16

Los costos totales de produccion de pepino fueron determinados como $81,596 ($ 81.60 m2), los
costos variables representaron el 34.51% del total de los costos, mientras que el 65.49% esta

representado por los costos fijos (Cuadro 8.6).
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El precio del pepino fue tomado del reporte diario de la Secretaria de Agricultura Ganaderia y
Pesca (SAGARPA, 2012) de la pagina de internet en InfoAserca (Informacion econdémica y
comercial para el sector agropecuario). El precio cotizado para el 2012 fue de $2.80 M.N, de
acuerdo a la literatura se sugirio el precio de $5.00 pesos en M.N. ya que estos productos en el
mercado son considerados como productos organicos haciendo que su precio seamayor (Gomez

etal., 2002)

Cuadro 8.6. Costos totales de la produccion de pepino en una superficie de 1000 m?

Costo Total
Variable %) % de costos
Costos variables () 28,155 34.51
_Interes_,gs qle_lqs costos totales de la 10,354 12 69
inversion inicial
Costo anual de la inversion inicial 7,330 8.98
Costos fijos (11) Interés total de los costos variables 33,512 41.07
Costos de Administracion 845 1.04
Renta de la tierra 1,400 1.72
Total 53,441 65.49
Total (1+11) 81,596 100

El ingreso bruto obtenido calculado para 1000 m? fue de $88,022.30 ($ 88.02 m™) (Cuadro 8.7),
el costo total de la produccion de pepino fue de $ 81,596; por lo tanto, el ingreso total neto fue de
$6,425 (6.4 m?). Los costos variables y fijos representan respectivamente, el 31.99 y 60.71% de

los ingresos brutos, y el resto (7.30 %) corresponde al ingreso total neto (Cuadros8.7 y 8.8).
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Cuadro 8.7. Ingresos brutos obtenidos de pepino

Rendimiento  Rango de Total de ingreso bruto  Total de ingreso
(Kg) Precios $ kg™ ($ M.N) bruto (m?)

31436.54 2.8 88022.31 88.02

Cuadro 8.8. Ingreso neto obtenido para produccién de pepino (1000 m?)

Total ($) % de ingresos
Total de ingreso bruto (I) 88,022 100
Costos variables 28,156 31.99
Costos fijos 53,441 60.71
Total de costos (1) 81,597 92.70
Ingreso total neto (I-11) 6,425 7.30
Ingreso neto (m?) 6.425

En el cuadro 8.9 se observa la comparacién de los aspectos econémicos de la produccion
de pepino basado en la fertilizacion mineral yen el biofertilizante bajo tres dosis de fertilizacién,
donde los datos fueron calculados para un area de 1000 m?. Para el Valle de Mexicali se puede
obtener una produccién estimada de aproximadamente 31,437 kg basandose solo en la
fertilizacion mineral (100%); pero ademas, se observo que al incorporar el inoculante microbiano
se puede lograr hasta 32,288.5 kg, es decir, una diferencia de 851.5 kg mas por efecto del

biofertilizante. Por otra parte, al disminuir la dosis de fertilizacion mineral, los rendimientos
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disminuyen; no obstante, la inoculacion del microorganismo aumenta la produccion de pepino,
aunque no supera la produccion de pepino al 100% de fertilizante mineral, ademas el ingreso
actual neto, calculado para la produccion obtenida con la sola aplicacion de 100% de fertilizante
mineral fue de $6, 425 ($6.43 m?), mientras que en el tratamiento donde se combind fertilizante
mineral al 100% con el biofertilizante este valor fue de $8,605 ($8.60 m?), indicando que la
aplicacion del fertilizante méas el inoculante representa una alternativa para aumentar la
produccién y el ingreso actual neto. Asi mismo, al disminuir la dosis de fertilizante, el ingreso
total neto disminuye, dando valores negativos en los otros cuatro tratamientos, indicando que este
tipo de alternativas no son viables desde el punto de vista econdémico-financiero.

El tratamiento que se puede denominar organico (en el que solo se aplico biofertilizante)
fue el que obtuvo el valor menos negativo, debido a que su precio en el mercado es mas elevado.
Es muy importante considerar este tipo de productos ya que se ha elevado el interés por
consumirlos, debido a la demanda que se tiene en los mercados de la Unién Europea, Estados
Unidos, Japén y Canada (Quezada et al., 2002). México apenas esté iniciando con la produccion
de cultivos organicos por lo cual es un mercado muy importante si se sigue con la tendencia de

producir pepino solo con biofertilizantes.
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Cuadro 8.9. Comparacién econémica de la produccion de pepino con dos sistemas basados con
fertilizacion (biofertilizante y fertilizante mineral) a tres dosis de fertilizante (1000 m?)

Biofertilizante

Variable 100% de 50% de 0% de + 100% Biofertilizante + Biofertilizante +
fertilizante  fertilizante  fertilizante 270 50% Fertilizante 0% Fertilizante
Fertilizante

Fertilizante o 61 31 0 261 231 200

Biofertilizante

Insumos (*) 6595 6595 6595 6595 6595 6595
Costos Variables  Electricidad y agua 4500 4500 4500 4500 4500 4500
U]

Embalaje 5000 5000 5000 5000 5000 5000

Mano de Obra 12000 12000 12000 12000 12000 12000

Total 28156 28126 28095 28356 28326 28295

Intereses de los

costos totales defa 455, 10354 10354 10354 10354 10354

inversion inicial

(12%)

costos anuales de la 744, 7330 7330 7330 7330 7330

inversion inicial
Costos Fijos (1) :ggegnggst‘\’/fr'l gt'fl o 3312 33512 33512 33512 33512 33512

Costos de

Administracion 845 844 843 851 850 849

(3%)

Renta de la tierra 1400 1400 1400 1400 1400 1400

Total 53441 53440 53439 53447 53446 53445
Total de Costos (1+11) 81597 81566 81534 81803 81772 81740
Total de produccion (kg) 31436.54 18884.62 8067.31 32288.5 21461.5 11623.1
Precio del pepino ($/kg) 2.8 2.8 2.8 2.8 2.8 5
Total de ingreso bruto ($) 88022 52876.9 22588.4 90407.7 60092.3 58115.4
Ingreso total neto ($) 6425 -28.6885 -58.9 8605 -21680 -23.6
Ingreso neto ($ m?) 6.425 -0.0286885 -0.058 8.605 -21.68 -0.023

*Insumos se refiere a semillas, semilleros, compostas etc.
Biofertilizante se refiere al tratamiento donde se inoculé la cepa Pseudomonas tolaasii (A46)
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La evaluacion de un proyecto a cinco afios sirve para verificar el comportamiento econémico, ya
que determina los beneficios y costos financieros y econémicos; en el cuadro 8.10 se presenta la
tasa interna de rentabilidad (TIR); en éste se observa que el tratamiento donde se utilizo
biofertilizante + 100% de fertilizante, mostr6 una rentabilidad del 36%, mientras que el
tratamiento donde no se aplicd biofertilizante y fertilizante mineral mostr6 inversion negativa,
indicando que los flujos generados no pueden hacer frente ni siquiera al costo del capital (al pago
de los intereses). El valor actual neto (VAN) mostré que el tratamiento de biofertilizante mas
100% fertilizante obtuvo el valor mas alto, mientras que los tratamientos donde se utilizdé 50% de
fertilizante y 0% de fertilizante sin biofertilizante mostraron valores negativos indicando que
estos proyectos no son viables, ya que solo se pueden aceptar proyectos con valores superiores a
cero. En la relacion costo-beneficio, los tratamientos 100% de fertilizante sin bacteria y los tres
tratamientos donde se utiliz6 el biofertilizante mostraron una relacion mayor a uno, indicando
gue se pueden aceptar estos proyectos (Cuadro 8.10). En la actualidad se busca incrementar los

rendimientos y disminuir los costos en los sistemas agricolas (Mohammadi y Omid, 2010).

Cuadro 8.10 Evaluacion econdmica de los proyectos.

Biofertilizant

100% de 50% de 0% de e + 100% Biofertilizante + Biofertilizante +

Indicador fertilizante  fertilizante fertilizante OO 50% Fertilizante 0% Fertilizante
Fertilizante

Tasa Interna de o 0 0 0 0 0
Retorno (TIR) 32% 8% -40% 36% 14% 12%
Valor Actual
Neto (VAN) $123,771 -$21,463 -$222,274 $147,350 $12,753 $3,817
Relacion $1.59 $0.9 $-0.05 $1.7 $1.06 $1.02

Costo/Beneficio
Biofertilizante se refiere al tratamiento donde se inoculd la cepa Pseudomonastolaasii
Fuente: elaborado con informacion personal
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8.6. CONCLUSIONES

La aplicacion de inoculantes microbianos favorecié el incremento en la produccion de pepino,
lo que indica los que biofertlizantes son una alternativa para hacer un uso mas eficiente de
fertilizantes quimicos en el Valle de Mexicali. Sin embargo la sola utilizacion de
microorganismos no es suficiente para obtener los rendimientos alcanzados en comparacion de la
fertilizacion quimica, por lo que se deben realizar mas estudios del comportamiento de los

biofertilizantes y la fertilizacion mineral.
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CAPITULO 9
CONCLUSIONES GENERALES

La inoculacion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal incrementd el desarrollo
radical de plantulas de pepino, dando como resultado un aumento en la concentracion de N,
PyK.

La inocuacion de rizobacterias mejoro la calidad de plantulas en cuanto a tamafio y nutricion,
caracteristicas que pueden conducir a mayor sobrevivencia y adaptcion al momento del
trasplante en el Valle de Mexicali.

La aplicacidn de este tipo de rizobacterias en plantas de pepino bajo un sistema de fertirriego
en invernadero incrementod la altura de planta, area foliar y la concentracién de nutrientes,
particularmente en las dosis cero y media de fertiizantes.

La respuesta del rendimiento a la inoculacion con rizobacterias disminuyé al aumentar la
dosis de fertilizante y al 100% de la tasa de fertilizacion sélo la inoculcién con la cepa A46
tuvo un ligero efecto en el rendimiento de frutos.

La inoculacion con rizobacterias mejoré algunos atributos relacionados con la calidad del
fruto, ya que ésta aumentd la concentracion de solidos solubles totales en los frutos e
incremento la concentracion de ortofosfatos.

Las cepas de Pseudomonas tolaasii A46 y P61 inhibieron el crecimiento de los hongos
patdgenos Fusarium oxysporum y Alternaria sp en condiciones in vitro.

La inoculacion con rizobacterias favorece la produccién de pepino, lo que se ve reflejado en
la relacion beneficio costo, valor actual neto y la tasa interna de rentabilidad.

La sola utilizacion de rizobacterias no es suficiente para obtener rendimientos equivalentes a
los alcanzados por la fertilizacion quimica. Por lo que se tienen que realizar mas estudios

enfocados al tema de fertilizacion mineral y su interaccion con rizobacterias.
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