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RESUMEN

En la actualidad, el uso de microorganismos bioestimulantes ha demostrado su eficacia para promover el rendimiento de
los cultivos. Sin embargo, poco se sabe de su respuesta en sistemas de raiz flotante. Por ello, el objetivo del presente
estudio fue evaluar el efecto de diversos microorganismos bioestimulantes en parametros morfométricos de Lactuca
sativa L. cv. 'Parris Island' bajo cultivo hidroponico de raiz flotante con soluciéon nutritiva Steiner en invernadero. Se
utilizd un disefio experimental completamente al azar con cinco tratamientos: T1 Testigo, (T), T2 Azospirillum

brasilense (Ab), T3 Trichoderma harzianum (Th), T4 Bacillus subtilis (Bs) y T5 Bs+Th+Ab, cada uno con 14
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repeticiones y disposicion total de 70 unidades experimentales. Se evalu6 altura de planta y nimero de hojas a los 7, 14,
21 y 28 dias después del trasplante (DDT), biomasa fresca, area foliar, volumen radical y unidades formadoras de
colonias (UFC) a los 28 DDT. Los resultados obtenidos se evaluaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) y
contraste de minima diferencia significativa (HSD) de Tukey, con un nivel de significancia del 5 % (o= 0.05). El
ANOVA marc6 diferencias significativas en todas las variables, siendo 4b el mejor tratamiento en todas ellas con
incrementos de 13.79 %, 72.22 %, 197 %, 203.93 % y 106 % con respecto a las plantas-testigo, y con relacion a las
UFC-g! presentes en cada tratamiento el recuento fue de 10 en Ab, 12 en Th, 5 en Bs y 22 en Bs+Th+A4b. Se concluye
que Ab fue el mejor tratamiento debido a su adaptacion a medios con oxigeno o en ausencia de este, tal y como ocurre

en estos sistemas de produccion.

Palabras clave: Lechuga orejona 'Parris Island', Azospirillum brasilense, Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis.

ABSTRACT

Nowadays, the use of biostimulant microorganisms has proven to be effective in promoting crop yields. However, little
is known about its response in floating root systems. Thus, the objective of the present study was to evaluate the effect
of various biostimulant microorganisms on morphometric parameters of Lactuca sativa L. cv. 'Parris Island' under
hydroponic floating root culture with Steiner nutrient solution in greenhouse. A completely random experimental design
was used with five treatments: T1 Control, (T), T2 Azospirillum brasilense (Ab), T3 Trichoderma harzianum (Th), T4
Bacillus subtilis (Bs) and TS Bs+Th+Ab, each with 14 repetitions and total arrangement of 70 experimental units. Plant
height and number of leaves were evaluated at 7, 14, 21 and 28 days after transplantation (DDT), fresh biomass, leaf
area, radical volume and colony-forming units (CFUs) at 28 DDT. The results obtained were evaluated by analysis of
variance (ANOVA) and Tukey's least significant difference (HSD) contrast, with a significance level of 5% (a = 0.05).

The ANOVA marked significant differences in all the variables, being 4b the best treatment in all of them with
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increases of 13.79 %, 72.22 %, 197 %, 203.93 % and 106 % with respect to the control-plants, and in particular relation
to the CFU-g'! present in each treatment the count was 10 in 4b, 12 in Th, 5 in Bs and 22 in Bs+Th+Ab. 1t is concluded
that Ab was the best treatment due to its adaptation to means with low levels or no oxygen, as it occurs in these

production systems.

Keywords: Cos romaine lettuce "Parris Island', Azospirillum brasilense, Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis.
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INTRODUCCION

El crecimiento exponencial de la poblacion y Ila
degradacion de los suelos agricolas causan preocupacion
por el ineludible abastecimiento de alimentos. Y es
precisamente en ese contexto donde la tecnologia juega
un trascendente papel y evoluciona tanto en pro del
aumento de la productividad como de la sostentabilidad
mediante la inclusiéon de avances cientificos y técnicos
de alto impacto sobre el rendimiento y la calidad del
producto cosechado, tal como se procede en Ila
agricultura de precision y/o en los sistemas
especializados de riego y nutricion, entre otros.

Los cultivos protegidos sin suelo apuestan a este mismo
objetivo, haciendo posible un alto rendimiento en menos
superficie y durante todo el afio (Pertierra y Quispe,
2020). 'Y es en este sentido donde los -cultivos
hidropdnicos con recirculacion de solucidén nutritiva son
una de las alternativas agroproductivas con mayor
eficiencia econdomica y ambiental debida al ahorro
considerable en agua e insumos, y minimo vertido de
solucion fertilizante residual al ambiente (Urrestarazu,
2015), en comparacion con el establecimiento de un

cultivo convencional o de produccion de biomasa

vegetal a partir de la germinacién y crecimiento de
semillas de cereales en espacios abiertos (en campo)
(Juarez-Lopez et al., 2013).

Dentro de los sistemas hidroponicos destacan los
sistemas de raiz flotante, los cuales han demostrado su
valia y bajo costo para cultivar hortalizas de hoja
exitosamente (Karnoutsos et al., 2021).

Aunado a ello, la utilizacion de bioestimulantes en la
agricultura es cada vez mas frecuente tanto por la
demanda nutricional focalizada en cultivos estratégicos
donde se requiere incentivar procesos que tengan un
impacto positivo en el crecimiento, el rendimiento, la
composicion quimica y la estimulacion de la tolerancia
de las plantas a factores biodticos y abioticos estresantes
(Shahrajabian et al., 2021).

Dentro de los microorganismos que actian sobre la
fisiologia de las plantas destacan Azospirillum
brasilense, Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis
pero se necesita mas informaciéon sobre el efecto,
ventajas y desventajas que de ellos se puedan derivar al
ser elegidos como bioestimulantes naturales en el
cultivo hidroponico de especies horticolas en raiz

flotante. Por ello, el objetivo del presente estudio fue
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evaluar el efecto de diversos microorganismos
bioestimulantes en los pardmetros morfométricos de
Lactuca sativa L. cv. "Parris Island' bajo un sistema
hidropdnico de produccion en raiz flotante con solucion

nutritiva Steiner en invernadero.

METODOLOGIA

El presente estudio se efectudé durante los meses mayo-
junio de 2021 en un invernadero, tipo capilla, ubicado
en la ciudad de Xalapa, Veracruz, México, cuyas
coordenadas  geograficas son  19°33°05.37"°LN,
96°56'40.64'LO y elevacion de 1,428 msnm, con
temperaturas que oscilaron entre 14 y 31 °C, con
presencia de 12 h y 52 min de energia luminica en el dia
mas corto y de 13 h y 19 min en el mas largo, con
mayor temperatura diaria de ca. 13:00 a 16:00 h
(Weather Spark, 2021).

Disefio  experimental y descripcion de los
tratamientos

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar
con cinco tratamientos y 14 repeticiones: T1 Testigo

absoluto (T), T2 Azospirillum brasilense (A4b), T3

Trichoderma harzianum (Th), T4 Bacillus subtilis (Bs) y

T5 Bs+Th+Ab, con disposicion total de 70 unidades
experimentales.

Establecimiento de semilleros e inoculacion con
microorganismos bioestimulantes

Las semillas de lechuga orejona (L. sativa) cv. "Parris
Island' se colocaron en una charola germinadora de
unicel con 200 cavidades, las cuales se habian llenado
previamente con Peat Moss (o turba de Sphagnum
canadiense organico) como sustrato, el cual se
humedecié a capacidad de campo. A continuacidn, se
aplicaron los inoculantes microbianos A. brasilense, T.
harzianum 'y B. subtilis asperjados en el semillero
inmediatamente después de la siembra a una dosis de 2
g-L1aguay concentracion de 500 millones de bacterias-g-
I, de 10* conidios'mL! 2@ y de 10° UFC-mL’,
respectivamente.

Preparacion de los sistemas de raiz flotante

Se instalaron 15 cajas de plastico de polipropileno con
capacidad de 61 L cada una, previamente desinfectadas
y etiquetadas.

Como estructura de soporte para las plantulas, se
adaptaron ldminas de unicel de 2 cm de grosor cortadas

a la medida de las cajas (43.5 x 79 cm) a las que se
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realizaron 14 perforaciones distribuidas equitativamente
y al tamano de las canastillas para sistemas de raiz
flotante, marca Hydro Environment, que sirvieron como
soporte para las plantulas durante su desarrollo
vegetativo. Por ultimo, al fondo de cada caja se coloco
una manguera perforada, conectada a una bomba de
oxigenacion, que permanecié en funcionamiento durante
todo el ciclo productivo.

Preparacion de la solucion nutritiva

La solucion nutritiva para el adecuado crecimiento y
desarrollo de las plantas, estuvo en funcidon a tres
Soluciones que se prepararon con base en la mezcla de
los siguientes elementos esenciales: Solucion A: Nitrato
de potasio!, nitrato de amonio?, fosfato monopotasico?;
Solucién B: Sulfato de magnesio?, sulfato de potasio?,
quelato de hierro?, sulfato de manganeso’, sulfato de
zinc®, sulfato de cobre’, molibdato de amonio® y
Soluciéon C: Nitrato de calcio®. Estos tres medios
acuosos se mezclaron y colocaron en un recipiente de
750 L, para ser distribuidos en las 15 cajas establecidas

para hidroponia. El pH y la conductividad se

! Haifa Group México (2021). Accesado 10 julio 2021. Disponible
en: https://www.haifa-group.com/haifa-mexico.

2 Hydro Environment (2021). Accesado 10 julio 2021. Disponible
en: https://hydroenv.com.mx/catalogo.

monitorearon de manera regular para mantenerlos a 6.6

y 2 dS/m durante todo el ciclo (Steiner, 1984).

Trasplante e inoculacion con microorganismos
bioestimulantes

El trasplante de lechuga orejona se produjo a los 21 dias
después del trasplante (DDT), con plantulas cuya altura
promedio era entre 4 y 6 cm. Estas se extrajeron de las
charolas de germinacién con ayuda de una navaja,
retirandose el Peat Moss sobrante con las manos y
enjuando las raices con agua corriente hasta eliminar
todos los residuos de turba. Acto seguido, y con el
objetivo de tener una segunda inoculacion
(reinoculacion) con los microorganismos
bioestimulantes aplicados en el semillero, se les colocod
durante 15 min en vasos de precipitado con los
preparados y concentraciones correspondientes.

En seguida, se procedié a envolver los tallos y parte del
sistema radicular de las plantas con tiras de polifoam de
ca. 1 cm de grosor, las cuales servirian como tutores
para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Una vez

envueltas, se colocaron dentro de las canastillas para

hidroponia, cuidando que los extremos de las raices
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sobresalieran hacia abajo para tener contacto con la
solucion nutritiva.

Variables evaluadas

Las variables evaluadas fueron altura de la planta y
namero de hojas desde los 7 hasta los 28 DDT, periodo
en el que se estimd: volumen radical, area foliar
(mediante el software Adobe® Photoshop® CS6 para
Windows 7.0), longitud de raiz, biomasa (fresca y seca)
y unidades formadoras de colonias (UFC) de A.
brasilense con la técnica de Rodriguez (1982) y
Dobereiner et al. (1995), para concentracion de T.
harzianum (conidios'mL™") se realizd en camara de
Newbauer (microscopio optico y objetivo de 40X, en
una dilucion 102, calculandose por la formula de
Lecuona [1996])° y para UFC de B. subtilis se utiliz6 la
técnica de Glick et al. (1999).

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico en primera instancia se
realizaron los contrastes de normalidad correspondientes
y, tras comprobar la fiabilidad estadistica de los datos
obtenidos en este bioensayo, las variables evaluadas

fueron analizadas mediante un ANOVA vy contraste de

3 Concentracion (UFC-mL= Namero de conidios x 4 x 10° x
dilucion).

minima diferencia significativa (HSD) de Tukey, con un
nivel de significancia del 5 % (a= 0.05) del software
STATISTICA version 10.0 (StatSoft, Inc. 2011) para
Windows.
RESULTADOS Y DISCUSION

En cuanto a la dindmica de crecimiento de las plantas de
lechuga orejona cv. 'Parris Island' en altura de planta
(Fig. 1a) y numero de hojas (y por ende mayor biomasa
con valor agricola, Fig. 1b) se observa la disposicion y
comportamiento aventajado en 4b desde los 7 hasta los
28 DDT. Esto puede provenir o surgir a partir de la
capacidad innata y variabilidad simbidtica de distintas
cepas de A. brasilense para producir y secretar
fitohormonas en la rizosfera, sobre todo acido-3-indol
acético (AIA), el cual es generado en las plantas en
cantidades nanomolares pero de vital trascendencia
fisioloégica (Licea-Herrera et al., 2020) morfologico-
radicular (Santos et al., 2021) y asocio con la
acumulacion de biomasa, tal y como ha sido reportado

por Sanchez-Navarrete et al. (2021).
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Dias después del trasplante

—T Ab Th Bs ===Bs+Th+Ab

Figura 1a). Dinamica de la variable altura de planta de
lechuga orejona cv. 'Parris Island' desde los 7 hasta los

28 DDT. Las lineas verticales son el error estandar (+).

A

Dias después del trasplante

—T Ab Th Bs =——Bs+Th+Ab

Figura 1b. Dindmica para la variable nimero de hojas
en plantas de lechuga orejona cv. 'Parris Island' desde
los 7 hasta los 28 DDT. Las lineas verticales son el error
estandar (+).

El ANOVA no solo confirm6 lo senialado al revelar
diferencias significativas (Tukey, P<0.05) e incremento
en la altura (46 13.79 % y Bs 13.03 %) y numero de
hojas (4b 72.22 %) con respecto a las plantas-testigo,
sino que el tratamiento 4b también mostr6 sus efectos
benéficos en las variables biomasa fresca de follaje

(>197 %), area foliar (>203.93 %, Fig. 3) y volumen

radical (>106 %) en comparacion con las plantas-testigo

(Cuadro 1).

30000
25000
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15000

Atea foliar (cm?)

10000

5000

Z MMM

NAN
Th Bs Bs+Th+Ab

Tratamientos

Figura 3. Area foliar de plantas de lechuga orejona cv.
'Parris' a los 28 DDT. Columnas con la misma letra son
estadisticamente iguales entre si (Tukey, P<0.05). Las
lineas verticales en las barras son el error estandar (+).

Cuadro 1. Analisis estadistico para las variables altura
de la planta, nimero de hojas, biomasa fresca del follaje

y volumen radical a los 28 DDT.

Tratamientos Altura de Numero Biomasa Volumen
planta de hojas fresca del radical (mL)
(cm) follaje (g)
T 23.78ab 10.80 b 67.33 ¢ 833D
Ab 27.06 a 18.60 a 200 a 17.16 a
Th 22.96 b 12.0b 110 be 833D
Bs 26.88 a 13.0b 130 b 8.16b
Bs+Th+Ab 22.44b 12.60 b 125b 833D

Letras distintas en la misma columna indican diferencia
estadistica significativa (Tukey, P<0.05).

Los registros obtenidos en el presente bioensayo
demuestran que A4. brasilense fue la rizobacteria cuya
adaptacion a las condiciones de bajos niveles de oxigeno
prevalecientes en este sistema de produccién fue
superior a la contemplada en la inoculacion simple de T.

harzianum 'y B. subtilis 'y de B. subtilis+T.
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harzianum+A. brasilense en consorcio debido, en parte, a
que el AIA controla el funcionamiento de diversos
procesos que presentan un alto grado de similitud en las
vias de sintesis de estas auxinas en plantas y este tipo de
microbios diazotrofos (Spaepen et al., 2007; Vega-
Celedon et al., 2016).
Adicionalmente, Restrepo-Correa et al. (2017)
mencionan que se han reportado incrementos
manifiestos en brotes (>72 %), area foliar (>50 %) y
biomasa vegetal total (>18 %), lo que concuerda con
Sangoquiza et al. (2019) quienes tras efectuar una
investigacion con maiz y Azospirillum sp. lograron
acrecentar la biomasa vegetal al evidenciar valores mas
altos en la fijacion de nitrégeno y consecuente efecto
positivo en el desarrollo vegetativo, biomasa seca aérea
y radicular de esta Poaceae (Gramineae).
Finalmente, la concentracién de las UFC-g™!' de i fresca
presentes en cada tratamiento fue de 10 en Ab, 12 en Th,
Sen Bsy?22en Bs+Th+Ab.

CONCLUSIONES
Con los resultados obtenidos se evidencia que bajo
las condiciones de manejo e invernadero

prevalecientes en este estudio Azospirillum

brasilense (Ab) fue el microorganismo mas eficaz
para bioestimular la fisiologia y morfologia
radicular de lechuga orejona cv. 'Parris' debido, en
cierta medida, a su adaptacion a medios con niveles
escasos de oxigeno, de modo que se les puede
considerar como una alternativa para su utilizacién
en estos sistemas de cultivo hidroponico en raiz
flotante.
No obstante, se recomienda continuar con estudios
que permitan ampliar la informacion existente sobre
el empleo de estos microbios diazétrofos en los
diversos  sistemas de bioproductividad en
hidroponia.
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