Bacillus subtilis y Efamus asciculatum en la produccion
sustentable de chrysanthemum spp. Cv polaris white

M. Rusi-Arr1aca," A, GoNzALEZ-HUERTA,'
V. Orarpe-Potucar,” DELFina DE . PErEz-LopEZ,!
Ramirez-Daviva LE' GuTiErrEz-RopriGcuEez, E

Resumen

El Estado de México aporta el 44% (6 731 ha) de la superficie establecida con
cultivos ornamentales en México v se ubica como lider en esta actividad; el cri-
santemo (Chrysanthemum spp.) se cultiva en el 43.7% de ésta superficie y es el
principal cultivo. Para satisfacer la calidad, volumen y continuidad que requiere
el mercado, los productores de esta especie desarrollan programas basados en
un elevado consumo de productos quimicos, como los fertilizantes, que origi-
nan serios problemas al ambiente; el uso de biofertilizantes es una alternativa
para su sustitucion parcial. Para estudiar los efectos de Bacillus subtilis, Glomus
fasciculatum y sus interacciones con la época de inoculacién y la dosis de fertili-
zacidn sobre el crecimiento y la calidad de flor en Chrysanthemum cv. Polaris
white, en 2015 bajo cubierta plistica se establecieron 36 tratamientos en un di-
sefo completamente al azar, en un arreglo factorial 2x2x3x3. Los tratamientos
con ambos simbiontes mds 50% de fertilizacion quimica incrementaron en
20.6% el didmetro de la flor, en 11% la intensidad del color, en 36% ¢l contenido
de fenoles, en 65.8% solidos solubles, en 11.72% N y 17% K en tallo, y sin fertili-
zante 48.14% de N en flor, 24% v 25.6% de P en tallo y en flor respectivamente y
16.6% de K en flor. Ambos microorganismos rizésfericos interactuaron positi-
vamente para mejorar la calidad de flor con menos fertilizantes quimicos.
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tentable
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Introduccion

México dedica 15 221 hectdreas a la produccion de ornamentales, 6 731 ha,
equivalentes al 44% de la superficie, se encuentran en el Estado de México por
lo que éste ocupa el liderazgo nacional en la produccion de flor de corte, v la
horticultura ornamental se ha convertido en un detonador de su economia. En
esta entidad mexiquense prevalece el cultivo de 19 especies, Crisantemo (Chry-
santhemum spp.) se ha consolidado como la de mayor importancia al ocupar
una superficie sembrada de 2 942.5 ha que representan el 43.7% de la superficie
floricola estatal; se producen 15 329 173.73 gruesas con un valor de produccion
de § 2 146 997.860, que superan dos veces la superficie de Gladiolo (Gladiolus
spp.) y cinco la de Rosa (Rosa spp.), ubicadas en segundo v tercer lugar, respec-
tivamente (Andnimo, 2013).

Con el propdsito de satisfacer las demandas de calidad, volumen y continui-
dad que requieren los mercados nacional e internacional, los productores de
crisantemo han establecido programas de manejo basados en el uso indiscrimi-
nado de fertilizantes, que colateralmente ocasionan degradacion en los compo-
nentes del sistema (Chang et al., 2010; Rubi ef al,, 2012a). Ante los problemas al
medio, la salud humana y la economia que esto representa, resulta necesario
fortalecer el desarrollo sustentable en la produccidn de ornamentales basado en
la bisqueda de alternativas eficientes y econdmicas que permitan enfrentar un
mercado cada dia mds exigente en el cual los consumidores demandan flores
cultivadas de manera adecuada, y donde la nutricién cobra un papel fundamen-
tal (Chang et al., 2010).

Una alternativa importante para lograr tal fin es el uso de los hongos mi-
corrizico arbusculares arbusculares (HMA) y las rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal (pcrr) (Olalde y Mena, 2009; Jaizme-Vega y Rodriguez-Ro-
mero, 2008; Vessey, 2003; Ferrol et al., 2002). Los primeros forman una asocia-
cidn mutualista al colonizar la raiz de las plantas, lo cual contribuye al abasteci-
miento de los requerimientos de nutrientes y agua; éstos forman hifas capaces
de explorar un mayor volumen de suelo que las raices mismas (Smith ef al,
2011), y se han utilizado para mejorar la produccion de un importante nimero
de cultivos ornamentales (Perner ef al., 2007; Callejas et al., 2009; Maya Mat-
subara, 2013).

Entre las rizobacterias destaca Bacillus subtillis, una bacteria gram positiva
que posee la capacidad de formar esporas y coloniza raices, por lo que participa
activamente en el crecimiento y desarrollo de las plantas al involucrarse en
mecanismos de solubilizacion y asimilacidn de nutrimentos, entre ellos los fos-
fatos, en la sintesis de metabolitos v reguladores de crecimiento y también mo-
difica la estructura de la raiz (Cdrdenas et al., 2007; Olalde y Mena, 2009), pardme-
tros involucrados en la produccion de jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.)
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(Mena y Olalde, 2007), Azafran (Crocus sativus) (Sharaf et al., 2008) y crisante-
mo (Chrysanthemum spp.) (Tan, 2005).

Recientes investigaciones han mostrado la utilidad de la inoculacién conjun-
ta con B. subtilis y G. fasciculatum en la produccién agricola (Olalde y Mena,
2009; Main v Franco, 2011) e incluso en ornamentales (Cdrdenas et al.,, 2007;
Rubi et al., 2009; 2012a,b) pero es necesario generar mayor conocimiento sobre
esta alternativa nutricional para la produccion sustentable de cultivos ornamen-
tales sin incrementar los costos economicos y los dafios ambientales.

Con base en lo anterior se establecio el presente trabajo, para estudiar los
efectos de Bacillus subtilis, Glomus fasciculatum y sus interacciones con indculo,
época de aplicacion y dosis de fertilizacion en las variables de crecimiento y ca-
lidad de flor en Chrysanthemum cv. Polaris withe.

Materiales y métodos

Este trabajo se desarrolléd de febrero a junio de 2015 bajo condiciones de cubier-
ta plistica en una parcela ubicada en la localidad Loma de Acuitlapilco, en el
municipio de Coatepec Harinas, Estado de México, México, localizada a una
altitud de 2 400 m, entre 18° 54" Norte y 99° 47" Oeste, con una temperatura
promedio de 28 °C durante el dia y 10 °C por la noche.

Material bioldgico

Se utilizaron plantas de Chrisanthemum cv Polaris white, provenientes de la em-
presa Plantamar ubicada en el municipio de Tenancingo, Estado de México; és-
tas fueron propagadas por enraizamiento de esquejes y tenfan una edad aproxi-
mada de 2 semanas.

Plantacion

El trasplante se realizd en camas de un metro de ancho por 30 m de longitud,
previamente preparadas v desinfestadas con lodomin (Alquilfenox I polietoxie-
tanol-yodo, equivalente a 90 g con 17.5 g de yodo), en dosis de 1 L ha™, las plan-
tas se colocaron a una distancia de 15 cm v 10 cm entre lineas. El riego se aplico
cada cuatro dias.

Inoculacion

Esta se realizé alrededor del cuello de la raiz de cada planta; se utilizaron 2 ml
de una suspension con 1x10° ufc*mL de Bacillus subtilis BEB-1Shs (BS-13) (ab-
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sorbancia 0.1 a 535 nm) por planta. Se distribuyeron 2 g de indculo constituido
de un suelo limoso con 73 esporas por gramo de Glomus fasciculatum y frag-
mentos de raiz con un 50% de colonizacion. La inoculacién con ambos se efec-
tud en tres ocasiones; un dia, 20 dias y 40 dias después del trasplante. Ambos
indculos fueron proporcionados por el Laboratorio de Bioquimica Ecoldgica
del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados (ciNnvEsTAvV), del Instituto
Politécnico Nacional (1pw), Unidad Irapuato.

Manejo agronomico

A excepeion de la inoculacidn y de la fertilizacién en los tratamientos corres-
pondientes, el manejo agrondomico en las unidades experimentales correspon-
did al que aplican los productores en esta especie, basado en riegos, control de
malezas manual, tutorado, desbotonado y control fitosanitario. Por planta se
aplico el tratamiento de fertilizacion utilizado tradicionalmente por el produc-
tor; 2.5 g de fosfato diamodnico (18-46-00), 2.5 g de triple 18 v 2.5 g de 15-5-20 a
los 15, 70 y 90 dias del trasplante, respectivamente.

Variables evaluadas
Variables vegetativas

Niamero de brotes (NB): se contabilizd en 30 plantas a la quinta semana del tras-
plante. Altura de planta (cm) (AP): medida en 30 plantas, desde la base del tallo
hasta el dpice floral.

Variables de calidad

Didmetro de la inflorescencia (cm) (DF): registrada al cosechar, en 18 unidades
experimentales, utilizando un vernier digital mod. CD-6" C Mitutoyo. Peso
fresco (g) (PF): con una balanza digital Sartorius i 1800 ésta se registrd diaria-
mente en 18 unidades experimentales desde el corte hasta que termind la vida
en florero. Indice de verdor (unidades spa) (SP): con un medidor de clorofila
(Chlorophyllmeter SPAD-502 modelo Konica-Minolta) se registraron los datos
en tres inflorescencias, el primer y dltimo dia que permanecieron en el florero,
en las tres primeras hojas (parte apical). Color de la inflorescencia (L, a, b): con
un fotocolorimetro Chroma Meter CR-400 Modelo Konica-Minolta, cada tercer
dia se registrd una lectura tres veces. Fenoles (mg g ' PF) (F): Se utilizd el méto-
do Folin ciocalteu descrito por Waterman y Mole (1994), citado por Barrdn-Ya-
nez et al. (2011). Sélidos solubles (* Bx) (55): se molié un gramo de hoja en 10
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ml de agua destilada v se realizd por triplicado el andlisis con un refractémetro
Pocket Refractometer PAL-1 Modelo ATAGO, en una muestra colocada sobre
el cristal de refraccién, éste se limpid con agua destilada y se secd perfectamente
con un papel toalla para tomar la siguiente lectura.

Variables de nutricion

Concentracion de N, P, K (ppm): Se lavaron varias veces hojas, tallos e inflores-
cencias de tres plantas con una solucion jabonosa al 2% y se enjuagaron con
agua destilada, posteriormente se dejaron escurrir en papel revolucion para ser
secadas en una estufa de circulacion forzada a 60 °C durante 72 hr, cada parte
(tallo con hojas e inflorescencias) se maceraron por separado de acuerdo con el
método descrito por Alcantar v Sandoval (1999). Posteriormente se realizaron
los andlisis de Nitrdgeno total, fésforo y potasio con los métodos de Kjeldahl, de
Vanadato-Molibdato Amarillo y de Emision de llama-Flamometria, respectiva-
mente (Alcintar y Sandoval, 1999).

Disefto experimental

Este experimento se establecid en un disefio completamente al azar, en un arre-
glo factorial, 2x2x3x3: el factor A fue B. subtilis (50% y 100%), el factor B tuvo a
G. fasciculatum (50% y 100%), el factor C correspondid a la fertilizacién quimica
(0, 50 y 100%) v el factor D fueron épocas de inoculacion (1, 20 y 40 dias después
del trasplante) (ppT). Cada uno de los 36 tratamientos tuvo tres repeticiones,
cada repeticién consté de 32 plantas y una planta fue una unidad experimental.
El tratamiento testigo no considerd inoculacidon ni fertilizacion. (Cuadro 1).

Para cada variable se realizd un andlisis de varianza y las medias de cada fac-
tor de estudio fueron comparadas con la prueba de la diferencia minima signifi-
cativa (DMS) a un nivel de significancia del 5%. Ademis se realizé un andlisis
de componentes principales (ACP), empleando el programa descrito por Sdn-
chez (1995) y aplicado por Gonzdlez et al., (2010) y Rubi et al,, (2012a,b). Esta
metodologia multivariada permite la inspeccion de una matriz de datos para el
cilculo de varianzas y correlaciones aproximadas; los tratamientos se asignaron
a las hileras y las variables a las columnas. En una grifica de biplot se representd
simultineamente en dos dimensiones, el mayor porcentaje de la variacion de los
datos originales, para determinar visualmente si existieron patrones entre los
tratamientos como resultado de los valores de las variables; qué variables sepa-
raron los grupos definidos y qué relacion existio entre las variables. El ACP se
obtuvo con el Sistema para Andlisis Estadistico (SAS/IML) y la grifica del biplot
se generd con el programa Microsoft Excel (Gonzdlez et al., 2010; Rubi et al.,
2012a,b).
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Cuapro 1. Tratamientos establecidos en campo.

Trat. =0 ”‘G_f ®dx Q LEats t | Trat. *B s »;G_j' I-H-J-EQ eyt |

1 5 50 SF 19 100 50 SF

2 50 50 so  IDDT 35 100 50 s 1DDT
350 50 100 21 100 50 100

4 50 50 SE 22 100 50 SF

5 50 50 s0 20DDT 53 490 50 50 (20DDT
6 5 50 100 24100 50 100

7 50 50 SE 25 100 50  SF

8§ 50 50 50  4DDT 3¢ 00 s0 50 40DDT
9 50 50 100 27100 50 100

10 50 100  SF 28 100 100 SF

1150 100 5 1DDT 59 400 100 s 1DDT
1250 100 100 300100 100 100

13 50 100  SF 31 100 100 SF

14 50 10 s0  0DDT s ypp qo0 sp  20DDT
15 5 100 100 330100 100 100

16 50 100  SF 34 100 100 SF

17 50 100 5 4ODDT 35 490 100 50 40DDT
18 50 100 100 %100 100 100

“B. sz B subtilis, 1 ml por planta = 50% y 2 ml =100%, **G. | G. fascieulatum, 1 g por planta
como el 50% v de 2 g = 100%, ***EQ: fertilizacidn quimica, 1.25 g = 50% v 2.5 g = 100%, SF sin
fertilizacidn y ****E.I: épocas de inoculacion, 1, 20 y 40 dias después del trasplante.

Resultados
Variables vegetativas

En nimero de brotes hubo diferencias signiﬁcativas p=0.05 (Cuadro 2), entre
tratamientos: el tratamiento 100% de B. subtillis + 100% de G. fasciculatum +
100% de la fertilizaciéon quimica aplicado a los 20 dias del trasplante presentd
los mejores resultados. En altura de planta también se encontrd significancia
estadistica (p=0.05) entre tratamientos, y ¢l mejor resultado se obtuvo con 100%
de B. subtilis + 50% de G. fasciculatum + 100% de fertilizacién quimica aplicado
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un dia después del trasplante; la altura promedio fue de 58.16 cm, y ésta superd
en un 25.53% al control {(Cuadro 3).

Variables de calidad

En didmetro de la inflorescencia el tratamiento que mejores resultados presentd
es el conformado por 100% de la rizobacteria + 100% del HMA + 50% de ferti-
lizante quimico, aplicado 20 dias después del trasplante (Cuadros 2 y 3); éste
tuvo un valor de 11.45 cm y superd en 20.6% al control. En los pardmetros (a)
(brillantez) y (b) (intensidad) se obtuvo signiﬁcanr:ia estadistica p=0.05%, y los
mejores resultados los arrojaron los tratamientos 100% de rizobacteria + 50%
del hongo + 100% de fertilizacién quimica, al primer dia del trasplante y 100%
de la rizobacteria + 50% del hongo + 50% de fertilizante quimico aplicado un
dia después del trasplante respectivamente. En el pardmetro (L) (luminosidad)
no hubo significancia estadistica (Cuadros 2 y 3).

En peso fresco de la planta los mejores resultados se encontraron en la apli-
cacion del 50% de B. subtilis + 50% de G. fasciculatum + 00% de fertilizante
quimico, aplicados un dia posterior al trasplante; el valor promedio fue de 18.0
g, ¥ éste superd al control en 25.8%. Para Indice de verdor (Unidades SPA) des-
taco la aplicacion de 50% de B. subtilis + 50% de G. fasciculatum + 50% de ferti-
lizante quimico, a los 20 dias de la plantacion, que fue superior en un 14.2% al
control. En sélidos solubles los mejores tratamientos tuvieron 100% de B. subti-
lis + 100% de G. fasciculatum + 50% de fertilizante aplicados a los 20 dias del
trasplante v 50% de B. subtillis + 100% de G. fasciculatum + 50% de fertilizante
quimico aplicados a los 40 dias de la plantacion, con un incremento de 65.8%
con respecto al control. En fenoles el mejor tratamiento fue 100% de B. subtilis
+ 50% de G. fasciculatum + 50% de fertilizacién quimica, aplicados a los 20 dias
de la plantacién, con un valor de 36.06% mayor que el control.

Variables de nutricion

En tallo, hubo significancia estadistica entre tratamientos (Cuadro 2), para N, P
y K: En N con la aplicaciéon del 100% de B. subtilis + 50% de G. fascilulatum +
50% de fertilizante quimico, suministrados a los 20 dias de la plantacion, se al-
canzd la mayor concentracién (11.72% superior al testigo. Para fosforo (P) 50%
de B. subtilis + 50% de G. fasciculatum + 00% de fertilizante quimico al dia si-
guiente de la plantacion y 50% B. subtilis + 50% de G. fasciculatum + 100% de
fertilizante quimico a los 40 dias del trasplante, (24.1% y 22.9% respectivamen-
te) superaron al control. Para potasio (K) 100% de B. subtilis + 100% de G. fasci-
culatum + 50% de fertilizante quimico aplicados a los 40 dias de establecido el
experimento mostrd los mejores resultados (17.0% mis que el control).
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En la inflorescencia 100% de B. subtilis + 50% de G. fasciculatum + 00% de
fertilizante quimico, aplicados un dia después de la plantacion, permitié alcan-
zar una concentracion de 0.80 de N, superior al testigo en 48.14%. En P los me-
jores resultados se obtuvieron con 50% de B. subtilis + 50% de G. fasciculatum +
00% de fertilizante quimico suministrados el dia siguiente del trasplante y con
50% de B. subtilis + 50% de G. fasciculatum + 100% de fertilizante quimico a los
40 dias del trasplante, superior al testigo en 25.6%. Para K 50% de B. subtilis +
50% de G. fasciculatum + 00% de fertilizante quimico, aplicados 40 dias después
del trasplante superd estadisticamente al resto de los tratamientos (16.68% ma-
yor que el control).

Anilisis de componentes principales

Esta metodologia multivariada permitié verificar que la dispersion de los 37
tratamientos v las 16 variables en los cuatro cuadrantes del biplot sugiere que
entre éstos y en sus interrelaciones existen diferencias significativas (figura 1).
El CP1 se explicéd principalmente por PE FF y FT y el CP2 se asocit mads es-
trechamente con AP, NB, 5P, A v NF (Figura 1). Las 16 variables evaluadas se
clasifican en cuatro grupos, uno para cada cuadrante del biplot. El tratamiento 3

Figura 1. Interrelaciones entre 37 tratamientos (B. subtilis + G. fasciculatum +
fertilizacién quimica y época de inoculacion) y 16 variables registradas
en crisantemo cv Polaris White.
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(50% B.subtilis + 50% G. fasciculatum + 100% FQ-1 DDT) fue el mds sobresa-
liente en AP, NB y SP. Los tratamientos 2 (50% B.subtilis + 50% . fasciculatum
+ 50% FO)-1 DDT), 8 (50% Bosubtilis + 530% . fuscicu!.umm + 50% FQ- 40
DDT), 21 (100% B. subtilis + 50% G. ﬁ.‘rscicu{amm + 100% FQ- 1 DDT) y 24
(100% B.subtilis + 50% G. fasciculatum + 100%FQ - 20 DDT) fueron los mejo-
res en PT, PY y A. Los tratamientos 1 (50% B. subtilis + 50% G. fasciculatum +
00 FQ - 1 DDT), 9 (50% B. subtilis + 50% G. fasciculatum + 100 FQ - 40 DDT)
y 22 (100% B. subtilis + 50% G. ﬁisrr'r:ufumm + 0% FO - 20 DDT) sobresalieron
en PE, FF v FT. Los tratamientos 19 (100% B. subtilis + 50% G. fasciculatum +
00% FQ - 1 DDT) y 32 (100% B.subtilis + 100% G. fasciculatum + 50% FQ - 20
DDT) exhibieron los mejores resultados para NT y 55 v los tratamientos 20
(100% B. subtilis + 50% G. fasciculatum + 50% FQ - 1 DDT) y 28 (100% B. sub-
tilis + 100% G. fasciculatum + 00% FQ - 1 DDT) fueron los mejores en NF y B.

Discusion
Variables vegetativas

La promocion en la emision del niimero de brotes (NB) por planta y en la altura
de la planta (AP) en Chrysanthemum cv Polaris white que originaron los trata-
mientos que involucraron a ambos simbiontes adquiere mayor relevancia; éstos
estan implicados en un incremento en la produccion al obtener un mayor nu-
mero de tallos florales por unidad de superficie con mayor crecimiento, pari-
metro de primordial valor en la comercializacion de esta especie. Estos resulta-
dos coinciden con los reportados en Lilium por Rubi et al. (2009; 2012a,b) v
pueden atribuirse al enlace entre el suelo y las plantas que establecen los HMA
donde actiian como una extension de la superficie radical con lo que favorecen
los procesos de absorcion y movilizacion de agua, nutrientes y reguladores del
crecimiento (Smith y Smith, 2011). Efectos similares en la promocion del creci-
miento de la planta por la misma cepa de B. subtilis han sido reportados por
Cardenas et al. (2007) en Tagetes erecta quienes lo atribuyen a la participacion
de esta rizobacteria en la sintesis de auxinas y secrecion de pequenos péptidos
de actividad deaminasa ACC (Jiménez, 2004). Hechos afines fueron obtenidos
en crisantemo (Chrysanthemum spp.) bajo condiciones in vitre e in vivo con
Bacillus spp. (Tan, 2005) v en Azafrin (Crocus sativus) (Sharaf et al., 2008). En
ambos se sugiere que el mecanismo de estimulacion del crecimiento no es del
todo conocido, pero que diferentes especies de Bacillus participan en la produc-
cion de dcido giberelico, dcido indol 3 acético y citocininas que pueden ser los
agentes estimulantes del crecimiento, aunado a su capacidad para solubilizar
fosfatos (Aslantas et al., 2007; Bhromsiri y Bhromsiri, 2010).
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Variables de calidad

Aungue la mejora en el crecimiento es importante, la calidad de la inflorescen-
cia en crisantemo cv Polaris white impacta directamente en el precio de venta.
De esta manera didmetro de la inflorescencia (DF), peso fresco (PF), color de la
inflorescencia (A, B), indice de verdor (unidades SPA) (SP), solidos solubles
(55) v contenido de fenoles (F) resultan fundamentales para incrementar los
ingresos de los floricultores.

La coinoculacién con B. subtilis y G. fasciculatum estimuld todos los factores
de calidad de la flor de crisantemo cv Polaris white analizados: los tratamientos
20 (100% B. subtilis + 50% . ﬁ;rﬁr:ir:ufumm + 50% FOQ + 1 DDTY, 21 (100% B.
subtilis + 50% G. fasciculatum + 100% FQ + 1 DDT), 5 (50% B. subtilis + 50% G.
fasciculatum + 50% FQ + 20 DDT), 17 (50% B. subtilis + 100% G. fasciculatum +
50% FQ + 40 DDT), 32 (100% B. Subtilis + 100% . fasciculatum + 50 FQ + 20
DDT) v 23 (100% B. subtilis + 50% G. fusr:icul'umm + 50% FOQ + 20 DDT), mos-
traron una participacion clara sobre los parimetros de calidad citados. Didme-
tro de la inflorescencia (DF), peso fresco (PF), color de la inflorescencia (A, B),
solidos solubles (55) y contenido de fenoles (F) estin vinculados a una mayor
calidad comercial; Olalde y Mena (2009} coinciden en que la apariencia es el
medio para juzgar la calidad de un producto v ésta se caracteriza principalmen-
te por la ausencia de defectos, mayor tamano y mejores dimensiones en formay
color. En el presente estudio un mayor didmetro de la inflorescencia reflejo un
mayor tamano de este drgano y mayor peso fresco (PF). Esto y la mayor intensi-
dad y brillantez en el color (valores de A y B) de las flores representan mejores
oportunidades de ingresar a mercados mas exigentes, donde los consumidores
demandan flores practicamente perfectas. Una mayor vida de la flor implica flo-
res con condiciones aceptables para su comercializacidn por mds dias y mads
tiempo en que las flores presentan caracteristicas adecuadas en el florero del
consumidor, lo cual puede estar relacionado por una parte al mayor valor pre-
sentado en las unidades SPA que indica un mayor indice de verdor que se rela-
ciona con plantas mds verdes con mayor actividad fotosintética, proceso fisiold-
gico en el que los microorganismos utilizados han demostrado una estrecha
vinculacion (Rubi ef al., 2009; 2012a), que se reﬂeja en mejor tamano, calidad y
vida de la flor, a lo que se puede sumar el mayor valor en el contenido de fenoles
encontrado; Barrdn-Yanez et al. (2011) mencionan que existe una clara relacién
entre éstos v la actividad antioxidante de los extractos de las plantas, a mayor
contenido de compuestos fendlicos mayor actividad antioxidante, y quizis una
mayor vida atil de la flor. Lo anterior implica mayores ventajas desde el corte de
la flor y comercializacion hasta su vida en florero.
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Variables de nutricion

La mayor concentracién de N, P y K cuantificado en inflorescencia y en tallo
estuvo estrechamente relacionado con la participacidn eficiente de los simbion-
tes utilizados, individual o colectivamente.

EI' N es un elemento esencial de los aminodcidos, que forman los péptidos y
las proteinas, importantes en la sintesis enzimitica y en todo el metabolismo;
¢ste se encuentra también en las purinas y pirimidinas de los dcidos nucleicos,
esenciales para la sintesis de proteinas, porfirinas de las clorofilas v en los fito-
cromos, que son indispensables para la fotosintesis y la respiracion, asi como en
coenzimas, nucledtidos, amidas v ureidos (Torres-Olivar, 2014; Marschner,
2012). Atul-Nayvyar et al. (2009) demostraron que las hifas de las micorrizas
pueden transportar nitrogeno del suelo a las raices. El contenido de N observa-
do en el presente estudio puede atribuirse a la participacion de los simbiontes,
pero diversos factores influyen de manera directa en su asimilacion por los
HMA como la disponibilidad de agua, su concentracion en el suelo (Azcon ef
al., 2008) y las fuentes utilizadas {NDS o NH *]n (Ngwene et al., 2012).

El P forma parte de los dcidos nucleicos y participa en la sintesis de proteinas,
es constituyente del ATP y de muchas coenzimas (NAD y FAD), indispensables
en reacciones redox. Este interviene en todos los procesos metabdlicos de trans-
ferencia de energia. Se localiza, entre muchos otros compuestos, en los fosfolipi-
dos que participan activamente en la formacidn de las membranas, tanto a nivel
de mitocondrias v cloroplastos, como de plasmalema v otros organelos. Es
constituyente de nucleoproteinas y participa en la division celular y en la trans-
ferencia de caracteristicas hereditarias por los cromosomas, como constituyente
del ADN y del ARN. Se presenta en otros compuestos “ricos en energia” como
guanina trifosfato (GTP), uridina trifosfato (UTP) y citosina trifosfato (CTP),
que unen procesos endergonicos a procesos exergonicos (intercambio de ener-
gia). La fotosintesis, la glucolisis, el ciclo de Krebs, la p-oxidacion, la oxidacién
directa de la glucosa y la descomposicion de los carbohidratos involucran reac-
ciones de fosforilacién (Marshner, 2012; Tian ef al., 2013). Lo anterior justifica
el uso de ambos microorganismos utilizados (Cardenas et al,, 2007: Rubi et al,,
2012ab; Tian et al., 2013).

La relacion estrecha que existid entre K con las variables de calidad de flor
pone de manifiesto la eficiente participacion de los microoganismos utilizados
en su absorcion, como lo han demostrado Bhromsiri y Bhromsiri (2010) y Rubi
et al, (2009; 2012a,b). El K es un activador de enzimas y osmoregulador y es
indispensable en la fotosintesis, debido a que la fosforilacion fotosintética y la
oxidativa en la respiracion lo requieren, promueve una eficiente movilizacion
de fotosintatos desde las hojas, favorece la liberacion de las proteinas sintetiza-
das por los ribosomas, facilita la unién del ARNm con el ribosoma y es esencial
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para el uso eficiente del N. EI NO, es tomado por las raices de las plantas via un
proceso activo v su absorcidn puede ser afectada por la influencia del K en la
movilizacién de fotosintatos necesarios para apoyar éste proceso (Zorb ef al.,
2014; Anschiitz ef al., 2014).

Anilisis de componentes principales

Esta metodologia multivariada explicod el 40% de la variacién original en los
componentes principal 1 (24.7%) y 2 (15.3%). Los tratamientos 29 (100% B.
subtilis + 100% de G.fasciculatum + 50% de FQ, 1DDT) y 8 (50% B. subtilis +
50% G. fasciculatum + 50% FQ, 40DDT) con valores negativos y positivos res-
pectivamente, explicaron la mayor variabilidad asociada al CP1. La variabilidad
representada en el CP2 se asocid negativamente con el tratamiento 28 (100% B.
subtilis +100% G. fasciculatum + 50% FQ, 1 DDT) y positivamente con los trata-
mientos 3 (530% B. subtilis + 50% . fasriﬁumrum + 100% FQ, 1 DDT) y 21 (100
B. subtilis + 50% G. fasciculatum + 100% FQ, 1 DDT). En el biplot también se
detectd correlacion positiva entre potasio en tallo (PT) y potasio en inflorescen-
cia (PY) y color de la inflorescencia (A) con valores positivos en los CP1 y CP2.
Diametro de la inflorescencia (DF), fenoles (F), indice de verdor (SP), nimero
de brotes (NB) v altura de la planta (AP) con correlaciones positivas, presenta-
ron valores negativos en la CP1 y positivos en la CP2. En ambas coordenadas
negativas de los CP1 y CP2 sdlo se identificd a nitrégeno en inflorescencia (NF),
nitrdgeno en tallo (NT), solidos solubles (85) y color de la inflorescencia (B).
Peso fresco (PF), fosforo en tallo (FT) y fosforo en inflorescencia (FF), con co-
rrelaciones positivas, tuvieron coordenadas positivas en el CP1 y negativas en el
CP2 (Figura 1).

El tratamiento 2 conformado por 50% B. subtilis + 50% G. fasciculatum +
50% de FQ, aplicados al primer dia del trasplante, indica una asociacion positi-
va entre los simbiontes utilizados con las variables potasio en tallo (PT}, potasio
en inflorescencia (PY) y color de la inflorescencia. Estos hechos se explican
como se indicd anteriormente al considerar las funciones que este elemento de-
sarrolla (Anschiitz, 2014; Zorb, 2014; Marshner, 2012).

Los tratamientos 17, 26, v 35 (50% de B. subtilis, 100% de G. fasciculatum,
50% de FQ, a los 40 del trasplante; 100% de B. subtilis + 50% de G. ﬁiscjru!amm
+ 50% de FQ, a los 40 dias del trasplante; 100% de B. subtilis + 100% de G. fasci-
culatum + 50% de FQ aplicado a los 40 dias después del trasplante) marcan una
estrecha relacion con DF y F, Este hecho resulta de interés pues la participacion
de los microorganismos favorecid el tamaiio de la inflorescencia, pardmetro al-
tamente valorado en la comercializacion de crisantemo, pero con el uso de 50%
menos del fertilizante que normalmente utilizan los productores, lo que se tra-
duce en ahorro de recursos econdmicos y un menor dano al ambiente. Resulta-

261



FACULTAD DE CIENCIAS AGRICOLAS

dos que coinciden con los obtenidos por Cardenas et al. (2007) en Tagetes erecta
y por Rubi ef al. (2012a,b) en Liliuw sp, v pueden atribuirse a la participacion
conjunta de la rizobacteria y el HMA (Barea et al,, 2005; Frey et al., 2007; Told-
jander et al., 2007; Artursson et al., 2006).

El tratamiento 32 (100% de B. subiilis + 100% de (. f.:.'rscf.r:u.l‘uum + 50% de FO,
aplicados a los 20 dias después del trasplante), presenta una correlacion significa-
tiva con NT y 55, comportamiento que puede atribuirse a los simbiontes emplea-
dos, cuya participacién en la asimilacién de N ha sido demostrada en trabajos
anteriores (Ngwene et al,, 2012; Atul-Nayyar et al,, 2009: Rubi ef al,, 2012a,b). Los
tratamientos 20 y 28 (100% de B. subfilis + 50% de G. fusrir:uiﬂ.rum + 50% de FQ,
y 100% de B. sublilis + 100% del HMA + 00 de FQ, ambos aplicados 1 dia después
del trasplante) tienen estrecha interrelacion con el color (B) (azul/amarillo).

Ademads los tratamientos 1 y 22 (50% de B. subtilis + 50% de G. fasciculatum,
aplicados el dia 1 después del trasplante y 100% de B. subtilis + 50% de G. fasci-
culatum, aplicados a los 20 dias del trasplante, ambos sin FQ, estuvieron estre-
chamente asociados a FT, FF y PF; éste hecho subraya la estrecha participacion
del fosforo en la conformacion de estructuras vegetativas y reproductivas (Tian
et al., 2013), cuya solubilizacion y movilizacion estian vinculadas directamente
con los microorganismos utilizados los cuales participan en la regulacion de la
expresion de genes transportadores de P (Smith et al,, 2011; Tian ef al., 2013).

Conclusiones

El crecimiento, desarrollo, rendimiento y calidad de flor de crisantemo (Chry-
santemum spp) cv Polaris White fue mejor o similar cuando se aplicaron Baci-
llus subtilis y Glomus fasciculatum que el de los tratamientos que recibieron la
fertilizacién tradicional. Este hecho sugiere que la biofertilizacién puede reem-
plazar o sustituir parcialmente los sistemas de manejo tradicional a base de fer-
tilizante quimico para la produccion de flores de corte de esta especie bajo las
condiciones de produccidn directa en suelo predominante en ésta region flori-
cola del territorio mexiquense.
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